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 O câncer de mama é o tipo de neoplasia mais frequente entre as mulheres no mundo 
e compreende um grupo heterogêneo de doenças classificadas em diferentes subtipos. A 
classificação comumente utilizada na prática clínica é baseada em marcadores 
imunoistoquímicos. Nessa classificação os tumores de mama são divididos em quatro 
grupos principais: luminal A, luminal B, HER2 positivo e triplo negativo. Com o 
aprimoramento das tecnologias de larga escala, desenvolveram-se classificações 
baseadas no perfil de expressão de RNAs codificadores. Entretanto, sabe-se que 98% do 
genoma humano não codifica para proteínas, evidenciando a relevância de se investigar 
RNAs nāo codificantes (ncRNAs). Os ncRNAs são classificados de acordo com o seu 
tamanho, e os RNAs longos nāo codificantes (lncRNAs) compreendem uma classe de 
transcritos que apresentam mais de 200 nucleotídeos. Estas moléculas apresentam alta 
versatilidade, atuando na regulação da expressão gênica em diversos níveis. Além disso, 
estas moléculas apresentam alta especificidade temporal e local, possibilitando que sejam 
utilizadas como biomarcadores. Os lncRNAs já foram descritos como desregulados em 
diversos tipos de câncer, incluindo o de mama. Porém, pouco se sabe ainda do papel 
funcional destes lncRNAs nos diferentes subtipos da doença. Desta forma, o presente 
trabalho teve como objetivo identificar lncRNAs reguladores de redes transcricionais no 
câncer de mama utilizando metodologias de bioinformática e de validação funcional. Por 
meio de uma metodologia de predição de redes de co-expressão, identificou-se a rede 
mediada pelo LINC00504 como diferencialmente ativada entre os subtipos luminal A e 
basal-like. O silenciamento deste lncRNAs em linhagens celulares do subtipo luminal A 
resultou na diminuição da proliferação celular e da capacidade clonogênica das células, 
sugerindo o papel oncogênico do LINC00504 nestas linhagens. Empregou-se também uma 
metodologia de análise bioinformática para evidenciar lncRNAs relevantes na resposta 
imune tumoral nos diferentes subtipos moleculares. O método foi bastante eficiente, e foi 
possível evidenciar lncRNAs específicos para cada subtipo: LINC01871 associado com 
ativação da resposta imune e melhor prognóstico no subtipo basal-like, EBLN3P que foi 
relacionado com supressão da resposta imune no subtipo luminal B, e MEG3, XXYLT1-
AS2, e LINC02613 foram associados com a ativação da resposta imune nos subtipos 
luminal A, HER2-enriched e normal-like respectivamente. A partir dos resultados obtidos 
neste trabalho, pode-se enfatizar a relevância de melhor caracterizar os lncRNAs nos 
diferentes subtipos do câncer de mama, fornecendo assim novas perspectivas em relação 


























 Breast cancer is the most common type of cancer among women worldwide and 
comprises a heterogeneous group of diseases classified into different subtypes. The 
classification commonly used in clinical practice is based on immunohistochemical markers. 
In this classification, breast tumors are divided into four main groups: luminal A, luminal B, 
HER2 positive and triple-negative. With the improvement of sequencing technologies, 
classifications based on the expression profile of coding RNAs were developed. However, 
it is known that 98% of the human genome does not code for proteins, evidencing the 
relevance of investigating non-coding RNAs (ncRNAs). ncRNAs are classified according to 
their size, and long non-coding RNAs (lncRNAs) comprise a class of transcripts that have 
more than 200 nucleotides. These molecules have high versatility, acting in the regulation 
of gene expression at different levels. Furthermore, these molecules have high temporal 
and local specificity, allowing them to be used as biomarkers. lncRNAs have been described 
as dysregulated in several types of cancer, including breast cancer. However, little is known 
about the functional role of these lncRNAs in the different subtypes of the disease. Thus, 
this study aimed to identify lncRNAs that regulate transcriptional networks in breast cancer 
using bioinformatics and functional validation methodologies. Through a method of 
prediction of co-expression networks, the network mediated by LIN00504 was identified as 
differentially activated between luminal A and basal-like subtypes. The silencing of these 
lncRNAs in luminal subtype A cell lines resulted in a decrease in cell proliferation and 
clonogenic capacity of the cells, suggesting the oncogenic role of LINC00504 in these cell 
lines. A bioinformatics analysis methodology was also used to reveal relevant lncRNAs in 
the tumor immune response in different subtypes. The method was very efficient, and it was 
possible to show specific lncRNAs for each subtype: LINC01871 associated with activation 
of the immune response and better prognosis in the basal-like subtype, EBLN3P, which was 
related to the suppression of the immune response in the luminal B subtype, and MEG3, 
XXYLT1 -AS2, and LINC02613 were associated with immune response activation in luminal 
A, HER2-enriched and normal-like subtypes respectively. From the results obtained in this 
work, the need and relevance of better characterizing lncRNAs in different breast cancer 
subtypes can be emphasized to provide new perspectives regarding diagnosis, prognosis 
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 O câncer de mama é o tipo de neoplasia mais incidente no mundo, 
representando 11,7% de todos os casos de câncer. Entre as mulheres, o câncer de 
mama é responsável por 1 em cada 4 casos de câncer e 1 em cada 6 mortes por 
câncer, ocupando o primeiro lugar em incidência na grande maioria dos países. 
(SUNG et al., 2021). De acordo com o Instituto Nacional do Câncer (INCA, 2020), 
foram esperados para o ano de 2020 o diagnóstico de 66.280 casos de câncer de 
mama no Brasil. O crescente número de casos diagnosticados desta neoplasia no 
Brasil e no mundo ao longo dos anos caracteriza o câncer de mama como um 
problema de saúde pública, que exige a superação de barreiras sociais, econômicas 
e psicológicas. Ampliar os conhecimentos sobre sua etiologia, desenvolver 
alternativas de tratamento e novos métodos de diagnóstico precoce são prioridades 
na oncologia. 
 Levando em conta a heterogeneidade do câncer de mama, são utilizadas na 
prática clínica ferramentas que possibilitam maior precisão no diagnóstico da doença. 
Parâmetros clínicos (classificação TNM e grau histológico) e de biomarcadores 
imunoistoquímicos [receptor de estrogênio (RE), receptor de progesterona (RP), e 
receptor do fator de crescimento epidermal (HER2)] são amplamente utilizados e 
facilitam a estratificação das pacientes em subgrupos. Entretanto, estas 
classificações não são suficientes para prever o prognóstico e indicar o melhor 
tratamento para todas as pacientes. 
 A classificação de câncer de mama utilizando-se de critérios moleculares de 
expressão gênica de mRNAs foi estabelecida inicialmente por Perou et al., (2000) e 
por Sorlie et al, (2003). Nestes primeiros trabalhos, os tumores de mama foram 
subdivididos em cinco grupos principais: Luminal A, Luminal B, HER2-enriched, 
Basal-like e Normal-like. 
A utilização da classificação molecular possibilitou o desenvolvimento de 
tratamentos específicos para cada subtipo da doença, contribuindo para a sobrevida 
geral e para melhor qualidade de vida das pacientes. Entretanto, a classificação 
molecular baseada apenas em dados de expressão de mRNAs não é suficiente para 
o acompanhamento de todas as pacientes, sendo ainda necessária a busca por novos 





 A classificação molecular foi essencialmente desenvolvida utilizando-se dados 
de expressão de sequências codificadoras de proteínas, que compreendem apenas 
2% do genoma humano (LANDER et al., 2001; VENTER et al., 2001). Já foram 
estimados que 98% dos transcritos do genoma humano são RNAs não codificantes 
(ncRNAs) (DIAMANTOPOULOS et al., 2018). Classificações moleculares do câncer de 
mama que utilizam estas moléculas de RNA estão em crescente investigação. 
 Entre as moléculas de ncRNAs, destacam-se os RNAs longos não 
codificantes, que compreendem um subtipo de ncRNAs com mais de 200 
nucleotídeos, e que estāo envolvidos em diversos processos biológicos fundamentais 
para o desenvolvimento do câncer (YANG et al., 2013; XING et al., 2014) 
 O papel regulatório dos lncRNAs ainda é pouco conhecido. Sabe-se que estes 
RNAs podem atuar em diferentes níveis de regulação da expressão gênica. Este 
potencial regulatório deve-se à versatilidade da molécula, que tem capacidade de se 
dobrar em estruturas secundárias, ligando-se em diversos substratos de forma 
altamente específica (GEISLER; COLLER, 2013). Além disso, os lncRNAs exibem um 
padrão de expressão tecido-específico, o que evidencia sua utilização como 
marcadores de diagnóstico e de classificação molecular (WU; DU, 2017). 
 Sendo assim, o presente trabalho teve como objetivo identificar lncRNAs 
reguladores que atuam em processos biológicos fundamentais no desenvolvimento 
do câncer de mama. Para isto, foram empregadas metodologias de bioinformática na 
busca por redes de co-expressão mediadas pelos lncRNAs e por lncRNAs 
relacionados com a resposta imune nos subtipos moleculares. Os resultados obtidos 



















2. REVISĀO DE LITERATURA 
 
2.1 Câncer de Mama 
 
O câncer de mama representa 25% de todos os casos de câncer 
diagnosticados no mundo (FERLAY et al., 2018). No Brasil, o Instituto Nacional do 
Câncer (INCA) estimou para o ano de 2020 o diagnóstico de 66.280 casos da 
doença. 
O desenvolvimento do câncer de mama pode ocorrer em qualquer tipo 
celular da mama, e representa uma doença bastante heterogênea, exibindo 
diferentes características morfológicas, perfis imunoistoquímicos, diferentes 
subtipos histopatológicos e moleculares. 
A classificação do carcinoma mamário tem bastante importância para 
determinação de prognóstico e tratamento das pacientes. Primeiramente, é 
realizada a identificação do sítio de origem da proliferação celular desordenada. 
Existem dois principais sítios de origem da doença: o revestimento de ductos 
mamários, que caracteriza os carcinomas ductais, e dos lóbulos mamários, os 
carcinomas lobulares (MAKKI, 2015).  
Além da identificação do sítio de origem da neoplasia, também é 
determinada a capacidade migratória das células, caracterizando carcinomas in 
situ, em que a proliferação de células epiteliais limitada pela extensão dos ductos 
ou lóbulos,ou invasivo, que apresenta capacidade de invadir a membrana basal e 
colonizar tecidos distantes do local de origem do tumor primário (BATEMAN; 
SHAW, 2016). 
A necessidade de se classificar os casos de câncer em grupos apareceu com 
a observação de que as taxas de sobrevida eram diferentes quando se dividia as 
pacientes de acordo com algumas características. O sistema de classificação TNM, 
se baseia na extensão anatômica da doença, considerando as características do 
tumor primário (T), as características dos linfonodos das cadeias de drenagem em 
que o tumor se localiza (N) e a presença ou ausência de metástases à distância 
(M). A esses parâmetros são adicionados números indicando a extensão da doença 
(DENOIX,1952). 
Os tumores de mama são também classificados de acordo com o grau de 





formação do túbulo/glândula, pleomorfismo nuclear e contagens mitóticas, baseado 
no sistema de classificação de Bloom e Richardson (1957) modificado por Elston e 
Ellis (1991). Neste modelo de classificação, tumores classificados com grau I 
(baixo) caracterizam-se por serem bem diferenciados e apresentarem melhor 
prognóstico, grau II (intermediário) moderadamente diferenciado, e grau III (alto), 
pouco diferenciado e pior prognóstico. 
Os primeiros trabalhos que analisaram o perfil de expressão gênica e 
diversidade fenotípica do câncer de mama foram realizados por Perou e 
colaboradores (2000), e posteriormente validado por Sorlie e colaboradores em 
anos seguintes (2001 e 2003). Nesta classificação, o câncer de mama é subdividido 
em cinco subtipos moleculares: luminal A, luminal B, HER2 enriched, basal-like, e 
normal-like. Mais recentemente dois novos subtipos foram identificados como: 
claudina baixa e molecular apócrino (SANGA et al., 2009; PRAT et al., 2010). 
Atualmente, com base na análise de assinatura molecular em microarranjos 
que utiliza como base um conjunto de genes mínimo (PAM50) e com maior 
aplicação clínica, pacientes diagnosticadas com câncer de mama são classificadas 
em cinco subtipos principais: luminal A, luminal B, basal-like, HER2-enriched e 
normal-like. Estes subtipos apresentam características biológicas e 
epidemiológicas específicas, que podem ajudar a explicar as diferenças no 
comportamento dos tumores, e resposta ao tratamento, apesar da aparente 
semelhança morfológica, auxiliando no tratamento personalizado do paciente 
(NIELSEN et al., 2010; HENGE et al., 2017). 
 O subtipo luminal A representa 50-60% dos casos de câncer de mama. 
Apresenta expressão de receptor estrogênio e progesterona positivos, e baixos 
níveis de expressão de Ki67. Representa o melhor prognóstico entre os subtipos de 
câncer de mama, e seu índice de recidiva é de aproximadamente 5%, sendo 
significativamente menor que os outros subtipos (EROLES et al., 2012).  
 Comparativamente com o subtipo luminal A, o luminal B apresenta um 
fenótipo mais agressivo, pior prognóstico, maior grau histológico, maior índice 
proliferativo (Ki67 >14%) representando 10-20% dos casos. Quanto ao seu perfil 
imunoistoquímico, este subtipo apresenta expressão de receptor de estrogênio e 





casos diagnosticados como luminal B apresentam recorrência da doença (EROLES  
et al., 2012). 
O subtipo HER2-enriched corresponde a cerca de 15-20% dos casos 
diagnosticados. É bem definido pela alta expressão do gene HER2 e dos genes que 
estão associados à sua via. Em relação às características morfológicas, tumores do 
subtipo HER2-enriched apresentam altos índices de proliferação, 75% exibem alto 
grau histológico, exibindo pior prognóstico. Estima-se que 13% destes casos 
apresentam recidiva da doença. 
Tumores classificados como basal-like representam aproximadamente 10-
20% dos casos de câncer de mama, sendo mais comuns em mulheres mais jovens. 
Apresentam alto grau histológico, desenvolvem frequentemente metástase em 
linfonodos axilares e apresentam um prognóstico pior quando comparado com os 
subtipos luminais e cerca de 17% dos casos exibem recidiva (EROLES et al., 2012). 
O subtipo normal-like corresponde a aproximadamente 5-10% dos casos. E 
apresenta perfil de expressão gênica semelhante ao da mama normal. No que se 
refere ao prognóstico, este subtipo tem um pior prognóstico comparado ao subtipo 
luminal A (DAI et al., 2015). 
A partir do aprimoramento de tecnologias de alto rendimento para análise de 
expressão gênica, passou-se a empregar o conceito de que o câncer de mama 
representa um conjunto de diferentes doenças que afetam o mesmo órgão e que 
provém de um mesmo sítio de origem (o ducto, por exemplo), mas apresentam 
diferentes características histopatológicas, de prognóstico e de resposta ao 
tratamento (BRITT et al., 2020). A classificação molecular é um aspecto de extrema 
importância para o prognóstico das pacientes, entretanto, a implementação desta 












Dessa forma, foi sugerida uma classificação que leva em consideração 
características clínico-patológicas, que são estratificadas de acordo com a análise 
imunoistoquímica dos tumores, uma vez que este método é mais viável para a 
implementação nos sistemas de saúde pública. Por meio dessa análise é possível 
realizar uma aproximação dos subtipos moleculares, de acordo com a expressão 
proteica dos seguintes marcadores: receptor de estrógeno e progesterona , HER2 e 
o marcador de proliferação celular Ki-67. Nestes modelos de classificação os tumores 
são divididos em quatro subtipos principais: luminal A, luminal B, HER2 positivo e 
triplo negativo. São considerados tumores de melhor prognóstico os subtipos luminais 
A e B e de pior prognóstico HER2 positivo e triplo negativo (GOLDHIRSCH et al., 
2013). 
A classificação imunoistoquímica de acordo com os parâmetros utilizados, bem 
como informações de prognóstico, está resumida no quadro 1. 
 
Subtipo ER/PR/HER2 Ki-67 Prognóstico 
Luminal A ER+ PR+ HER2- <14% Bom 
Luminal B ER+ PR+ HER2+ 
 











HER2 Positivo ER- PR- HER2+ 
 
>14% Desfavorável 
Triplo Negativo ER- PR- HER2- 
 
>14% Desfavorável 
FONTE: Adaptado de Goldhirsch et al., 2013 
 
O manejo atual de pacientes diagnosticadas com câncer de mama ainda 
depende da avaliação patológica tradicional. Pouco ainda é empregado na clínica 
no que se refere ao diagnóstico utilizando-se de biomarcadores em nível genômico. 
Ainda se faz necessário maior esforço para tornar esses avanços tecnicamente 
convenientes e disponíveis para uso clínico, adicionalmente a identificação de 








2.2 RNAS LONGOS NĀO CODIFICANTES 
i. 2.2.1 Origem e Biogênese 
 
Por muito tempo a ciência esteve focada no estudo de sequências de DNA 
que eram transcritas em RNA e subsequentemente traduzidas em proteínas 
específicas, porém, sabe-se atualmente que aproximadamente 2% do genoma 
humano é codificante (MATICK, 2001). Adicionalmente, o aprimoramento das 
técnicas de sequenciamento em larga escala possibilitou a identificação de 
inúmeros novos transcritos do genoma humano, com mais de 98% sendo de RNAs 
não codificantes (DIAMANTOPOULOS et al., 2018) 
Os RNAs nāo codificantes sāo divididos em dois principais grupos: (1) 
ncRNAs curtos que apresentam menos de 200 nucleotídeos (nt), compreendendo 
os microRNAs, importantes componentes da regulação pós-transcricional da 
expressão gênica, os piwiRNAs que estão relacionados com a regulação de 
atividade de transposons, e também os snRNAs que desempenham papel de 
regulação do spliceossomo; (2) ncRNAs longos (lncRNAs), que apresentam mais 
de 200 nt e estão envolvidos na regulação da expressão gênica em variados níveis 
(CLARK;MATICK, 2011). 
A origem e evolução dos lncRNAs é discutida de forma bastante ampla e 
alguns cenários são hipotetizados neste contexto (Figura 1). O primeiro destes 
cenários é a ocorrência de mutação disruptiva em genes codificadores de proteínas 
(Figura 1A). Como exemplo deste tipo de mecanismo, pode-se citar o lncRNA XIST, 
essencial para o cromossomo X em mamíferos eutérios. Recentemente, descobriu-
se que o XIST e sua sequência promotora foram derivados de um gene codificador 
de proteínas  denominado Lnx3 que adquiriu mutações em seu quadro de leitura 
durante o período de evolução dos mamíferos placentários (DURET et al., 2006, 
ELISAPHENKO et al., 2008). LncRNAs podem também ser originados como 
resultado de rearranjos cromossômicos (Figura 1B). Neste caso, duas regiões 
genômicas previamente separadas se tornam justapostas e dão origem a um 
lncRNA (PONTING et al., 2009). Eventos de duplicação gênica (Figura 1C) e 
inserção de elementos transponíveis (Figura 1D) sāo também mecanismos 






FIGURA 1 – REPRESENTAÇĀO DAS HIPÓTESE EVOLUTIVAS RELACIONADAS COM A ORIGEM DOS lncRNAs; (A) 
lncRNAs podem se originar através de mutações em genes codificadores de proteínas; (B) Regiões previamente separadas 
se tornam justapostas após rearranjos cromossômicos originando lncRNAs; (C) Duplicações gênicas em tandem podem 
também originar lncRNAs; (D) Inserçāo de elementos transponíveis origina um lncRNA funcional. FONTE: A Autora, 2021. 




Detalhando características globais de lncRNAs e mRNAs sugere-se que os 
genes de lncRNA são menos conservados evolutivamente, em termos de sequência 
de nucleotídeo, contém menos exons, são menos abundantemente expressos e 
apresentam alta especificidade celular e temporal (GUO et al., 2020). Semelhante 
aos mRNAs, os lncRNAs sāo transcritos pela RNA polimerase II, apresentam CAP-
5’ e cauda poli-A 3’ (BUNCH, 2018). No entanto, estudos recentes começaram a 
revelar processos distintos de transcrição, processamento, exportação dos 
lncRNAs, que estão intimamente ligados a seus destinos e funções celulares. 
Semelhante ao observado em mRNAs, os lncRNAs apresentam 
enriquecimento de H3K4me3 em regiões promotoras; no entanto genes de lncRNAs 
tem maiores níveis de H3K27ac e sāo mais fortemente reprimidos por complexos 
de remodelamento de cromatina como Swr1, Isw2 e Rsc (QUINN; CHANG,2016). 
A baixa expressão dos lncRNA deve-se também a uma menor sobreposição de 
motivos de ligaçāo de fatores de transcrição em regiões promotoras de lncRNAs 
(MATTIOLI et al., 2019). 
Eventos de splicing também sāo observados em moléculas de lncRNAs, 
porém de forma menos eficiente do que é observado para mRNAs. As sequências 
de lncRNAs têm sinais de splicing mais fracos e distâncias maiores entre sítios 3’ e 
os pontos de quebra (GUO et al., 2020). 
No citoplasma, lncRNAs sāo expressivamente menos abundantes que 
mRNAs. Estima-se que 4% dos lncRNAs estão enriquecidos no citoplasma, 





dos lncRNAs deve-se a diversos fatores: splicing ineficiente, presença de sítios de 
poliadenilaçāo e presença de sequências internas que promovem a retenção 
nuclear. Por exemplo, o lncRNA MEG3 contém uma sequência de 356 nucleotídeos 
que promove a retenção nuclear ao se associar com U1 snRNP (AZAM et al., 2019). 
 
2.2.2 Classificação e Função 
 
A classificação dos lncRNAs ainda é bastante discutida no meio científico 
sendo que as formas mais utilizadas de classificação envolvem a posição genômica 
do lncRNA em relação ao gene codificante mais próximo e seu papel funcional. 
De acordo com a classificação baseada em sua posição genômica, lncRNAs 
podem ser organizados em seis grupos principais: senso, antisenso, intergênico, 
intrônico, bidirecional e acentuador (MA et al., 2013) (Figura 2). 
LncRNAs classificados como senso sāo transcritos na mesma orientação 
que o gene codificador de proteínas mais próximo podendo estar contidos em uma 
parte deste gene ou estar completamente sobreposto (Figura 2A). Ao contrário, 
lncRNAs classificados como antisenso sāo transcritos em orientação oposta ao 
gene codificador mais próximo (Figura 2B). Estima-se que aproximadamente 32% 
dos lncRNAs humanos sāo classificados como antisenso de gene codificadores 
(DERRIEN et al., 2012). Os lncRNAs classificados como intergênicos, também 
denominados lincRNAs, sāo regulados transcricionalmente de forma similar aos 
mRNAs e se encontram entre genes codificadores (MA et al., 2013) (Figura 2C). Os 
intrônicos sāo transcritos a partir dos íntrons de genes codificadores (Figura 2D); os 
bidirecionais estão localizados na posição oposta dos genes que codificam 
proteínas e são transcritos da proximidade (menos de 1000 pares de bases) de 
seus genes vizinhos (Figura 2E) e por fim, os acentuadores sāo transcritos a partir 










FIGURA 2 - CLASSIFICAÇÃO DOS lncRNAS DE ACORDO COM SUA POSIÇÃO GENÔMICA. A) lncRNAs senso sāo transcritos na 
mesma orientação do gene codificador de proteínas mais próximo; B) ao contrário os antisenso sāo transcritos na orientação 
oposta;C) os lncRNAs intergênicos estão dentro de regiões intergênicas; D) os intrônicos sāo transcritos a partir de íntrons do gene 
codificante; D) os bidirecionais sāo localizados na região oposta e transcritos próximo de seus genes vizinhos; E) os lncRNAs 
enhancers sāo transcritos a partir de regiões potenciadoras (enhancers) de genes codificadores de proteínas. FONTE: A Autora, 




Os lncRNAs podem também ser classificados de acordo com seu mecanismo 
molecular de ação, conforme ilustrado na Figura 3. LncRNAs podem atuar como sinais 
moleculares (Figura 3), sendo expressos em tempo e espaços específicos; refletindo as 
ações combinatórias de fatores de transcrição ou vias de sinalização para indicar a 
regulação gênica no espaço e no tempo. Como exemplos de atuação como sinais, pode-
se citar o lncRNAs PANDA e lincRNA-p21 que são induzidos pela proteína p53 em 
resposta ao dano no DNA (HUNG et al., 2011, HUARTE et al., 2010). A função de decoy, 
ou isca, refere-se à capacidade de lncRNAs sequestrarem fatores de transcrição, 
modificadores de cromatina ou outros fatores regulatórios para longe do seu local de 
ação, desta forma, reprimindo de forma indireta a transcrição (WANG; CHANG, 2011). 
Como exemplo de lncRNA atuando como isca, pode-se citar o “telomeric repeat- 
containing RNA” (TERRA). O lncRNA TERRA é intimamente relacionado com a proteção 
e regulação dos telômeros. Este lncRNA se associa fisicamente a transcriptase reversa 
da telomerase a subunidade catalítica do complexo da telomerase que adiciona 
sequências de repetição telomérica para proteger as extremidades dos cromossomos do 
desgaste (FLYNN et al., 2011).  
Ao atuarem como guias, os lncRNAs ligam-se às proteínas e, em seguida, 
direcionam a localização do complexo de ribonucleoproteína para alvos específicos, 
podendo atuam em cis ou em trans, podendo ativar ou reprimir a transcrição, dependendo 
se os complexos guiados são fatores de transcrição ou complexos repressivos (WANG; 





se liga ao complexo repressivo polycomb (PRC2), atuando no silenciamento do locus 
HOXD, quando este se encontra super-expesso (BALAS et al., 2018). 
Tradicionalmente, as proteínas eram consideradas as principais participantes em 
vários complexos organizados em scaffolding (arcabouço) (GOOD et al., 2011). 
Evidências recentes, no entanto, revelam que os lncRNAs desempenham papel 
semelhante (Figura 3). Moléculas efetoras e repressoras se ligam em domínios 
específicos dos lncRNAs formando complexos ribonucleoproteicos, podendo atuar na 
regulação da cromatina, de estruturas nucleares ou complexos de sinalização (WANG; 
CHANG, 2011). O lncRNA telomérico TERC é um exemplo clássico de um arcabouço ao 
montar o complexo da telomerase que mantém as extremidades dos telômeros, 
combinando a atividade da transcriptase reversa com proteínas de alvos do telômero em 
um complexo ribonucleoprotéicos (BALAS et al., 2018) 
 LncRNAs enhancers são moléculas de ação cis que são geradas a partir de 
elementos potenciadores (enhancers) ativos e necessários para a função do potenciador 
e subsequente ativação da expressão gênica de genes vizinhos que codificam proteínas 
(ØROM et al., 2010). Como exemplo deste tipo de mecanismo, pode-se citar a ativação 
do proto-oncogene SPHK1, que em resposta a proliferação celular forma uma hélice tripla 
a montante do potenciador SPHK1, que ajuda a recrutar modificadores da cromatina que 
ativam a transcrição de eRNA-SPHK1 e promovem a expressão de SPHK1 (Statello et al., 
2020) 
As principais funções dos lncRNAs desempenhadas no citoplasma estão 
representadas na Figura 3. Os lncRNAs podem ter como alvo, moléculas de mRNAs 
modulando sua estabilidade, atuando no decréscimo e aumento da expressão da 
molécula de mRNA. Como exemplos, pode-se citar os lncRNAs 1/2-sbsRNAs e BACE1- 
AS. Os lncRNAs 1/2-sbsRNAs promovem a ligação de proteínas STAU1, conhecidas 
como RNA-binding proteins envolvidas no processo de degradaçāo de mRNAs (RASHID 
et al., 2016). O lncRNA BACE1-AS promove o aumento da expressāo do mRNA BACE1 
mascarando os sítios de ligaçāo ao miR-485-5p (FAGHIHI et al., 2010). Como 
arcabouços no citoplasma, os lncRNAs se ligam a proteínas impedindo que as mesmas 
se liguem a molécula alvo (RINN; CHANG, 2012), como discutido previamente no núcleo. 
Outra função bastante relevante desempenhada pelos lncRNAs no citoplasma 
refere-se à competição endógena. ranscritos de RNA codificantes e nāo codificantes 
competem pela ligação a miRNAs. LncRNAs podem apresentar diversos sítios de ligação 
para miRNAs, e o sequestro destes miRNAs resulta no aumento da expressão de 




















FIGURA 3 – REPRESENTAÇĀO DE MECANISMOS MOLECULARES MEDIADOS PELOS lncRNAs. No núcleo, os lncRNAs podem 
atuar como sinais, guias, decoy, scaffold ou enhancers. Estes mecanismos relacionam-se com a regulação transcricional da célula.No 
citoplasma, estão evidenciadas as funções de arcabouço, cerna e de/estabilizador de mRNAs. FONTE: A Autora,2021. Adaptado de 






2.2.3 LncRNAs e a Regulação da Expressão Gênica 
 
 
LncRNAs exibem uma alta versatilidade ao regular a expressão gênica em 
diversos níveis: modelamento da cromatina, transcricional, pós-transcricional, traducional 
e pós-traducional. 
Modificações no estado da cromatina e das histonas afetam diretamente a 
acessibilidade das regiões gênicas. Diversos lncRNAs estão localizados na cromatina e 
podem atuar por dois mecanismos centrais: interagindo com proteínas, facilitando ou 
inibindo sua ligação e atividade em regiões de DNA alvo (SALDAÑA-MEYER et al., 2019); 
e interagindo com a molécula de DNA, formando uma molécula híbrida, em forma de 
triplexes ou R-loops, promovendo ou inibindo a acessibilidade da cromatina (KUO et al., 
2019). 
A regulação transcricional mediada por lncRNAs pode ser desempenhada por 
alguns mecanismos principais: O lncRNA pode recrutar um complexo de proteína 
regulatória em cis ou trans, inibindo a ligaçāo de proteínas regulatórias atuando como 
“decoy”, organizando regiões hetero ou eucromáticas alterando a conformação, e o ato 
de transcrição ou splicing do lncRNA pode gerar um estado de cromatina ou impedimento 
estérico, influenciando a expressão de genes próximos (LONG et al., 2017; 
GIL;ULITSKY, 2020). 
No que se refere à regulação pós-transcricional, por meio de pareamento de 
bases, os lncRNAs podem estabilizar ou promover a tradução de mRNAs alvo, enquanto 
o pareamento parcial facilita o decaimento do mRNA ou inibe a tradução do mRNA alvo. 
Na ausência de complementaridade, os lncRNAs podem suprimir o splicing e a tradução 
do mRNA precursor, agindo como iscas de proteínas de ligação ao RNA ou miRNAs.  
Um dos mecanismos mais amplamente estudados de regulação pós-
transcricional, refere-se a competiçāo endógena em que lncRNAs e mRNAs competem 
pela ligaçāo de miRNAs alterando a expressão do mRNA alvo (YOON et al., 2013; 
SALMENA et al., 2011). 
A regulação da tradução mediada por lncRNAs ocorrer em diversos pontos da 
tradução por meio da regulação da expressão e função de fatores traducionais, podendo 
atuar tanto na promoção como na inibição deste processo (KARAKAS; OZPOLAT, 2021). 
Por fim, observa-se que lncRNAs estão envolvidos em várias modificações pós-
traducionais de proteínas, principalmente fosforilação, ubiquitinação e acetilação, 
regulando assim a degradação ou formação de proteínas e afetando seus níveis de 









2.2.4 Papel dos lncRNAs nos “Hallmarks” do Câncer 
 
 Por muito tempo, os lncRNAs foram negligenciados por serem considerados 
ruídos transcricionais. No entanto, o papel regulatório destes transcritos passou a chamar 
bastante atenção em vários processos biológicos, além de estarem associados com 
doenças multifatoriais (CIPOLLA et al., 2018), incluindo o câncer (DE OLIVEIRA et al., 
2019). 
 A desregulação de lncRNAs vem sendo observada em vários tipos de câncer, 
e associada a vários processos celulares, como transcrição, tráfego intracelular e 
remodelamento cromossômico. As marcas registradas (“Hallmarks”) do câncer, descritas 
por Hanahan e Weinberg (2000), compreendem capacidades celulares adquiridas que são 
comumente observadas no processo de carcinogênese. Estão incluídos, a sustentação da 
sinalização proliferativa, evasão de supressores de crescimento, resistência à morte 
celular, imortalidade replicativa, indução da angiogênese e ativação de invasão / 
metástase. Além disso, em 2011, instabilidade do genoma, inflamação, reprogramação do 
metabolismo energético e mecanismos de evasão do sistema imune foram adicionados 
como importantes aspectos durante o desenvolvimento de várias etapas de tumores 
humanos (HANAHAN; WEINBERG,2011). 
 Os lncRNAs são evidenciados em todas as características adquiridas do 
câncer, conforme representado na Figura 4. Neste trabalho, destaca-se o “Hallmark” 
relacionado com evasão do sistema imune, estando os resultados de IncRNAs envolvidos 
neste processo, no câncer de mama, descritos no capítulo III. 
 O microambiente imunológico tumoral (MIT) desempenha um papel importante na 
progressão do câncer de mama, e devido à heterogeneidade dos subtipos da doença, são 
observados distintos perfis imunológicos, que podem afetar diretamente o prognóstico das 
pacientes. As células reguladoras presentes no MIT, como células T reguladoras (Treg), 
macrófagos associados a tumor (TAM), células supressoras mielóide (MDSC) e as células 
T auxiliares do tipo 2 (Th2) estão associadas a um microambiente imunológico supressor 
e piores prognósticos, enquanto outras células, incluindo linfócitos T citotóxicos (CTL), 
células T auxiliares tipo 1 (Th1) e células assassinas naturais (NK) estão associados a um 
microambiente imunológico antitumoral e resultados favoráveis (TAMIMI et al., 2008; DEL 





et al., 2021). Em contraste, células 
NK, CTL, Th1, e as células Tfh estão relacionadas à atividade antitumoral, sendo 
observadas mais frequentemente em subtipos RE+. A presença destas células em subtipos 
RE- foi também associada com melhor prognóstico (SADEGHALVAD et al., 2021). 
 Utilizando dados de imunogenômica, Thorsson e colaboradores (2018) 
caracterizaram o microambiente tumoral de vários tipos de câncer, incluindo o câncer de 
mama. A partir de uma análise integrada de dados, os autores classificaram os tumores 
em seis subtipos imunes principais, que eles chamaram de C1-C6. Esses subtipos têm 
conjuntos distintos de assinaturas imunológicas, que também podem estar relacionados ao 
prognóstico. C1 (cicatrização de feridas) exibiu elevada expressão de genes angiogênicos, 
uma alta taxa de proliferação e um viés de células Th2 para o infiltrado imune adaptativo. 
C2 (IFN-γ dominante) apresentou um sinal T CD8 + forte, maior diversidade TCR e uma 
alta taxa de proliferação. C3 (inflamatório) foi o subtipo que apresentou genes Th17 e Th1 
altos e baixos para proliferação moderada de células tumorais. C4 (depleção de linfócitos) 
exibiu uma assinatura de macrófago mais proeminente com Th1 resposta M2 suprimida e 
alta. C5 (imunologicamente silencioso) foi enriquecido por tumores cerebrais e exibiu o 
menor linfócito e a maioria das respostas aumentadas de macrófagos. Finalmente, C6 
(TGF-β dominante) exibiu a maior assinatura de TGF-β e um alto infiltrado linfocítico com 
uma distribuição uniforme de células T tipo I e tipo II (THORSSON et al., 2018) 
 De acordo com esta abordagem, o câncer de mama foi classificado em cinco 
subtipos (C1, C2, C3, C4 e C6), sendo C2 (n = 345) o subtipo mais representativo, seguido 
por C1 (n = 320). Os subtipos imunes também foram descritos de acordo com os subtipos 
moleculares, e como esperado, os subtipos variaram significativamente de acordo com 
esses grupos imunes. Por exemplo, o subtipo luminal A foi mais representativo do subtipo 
C1, enquanto as amostras basais de C2 (THORSSON et al., 2018). 
 Neste trabalho, entretanto, os autores focaram suas análises em mRNAs nos 
subtipos imunes propostos. Sabe-se, porém, que os ncRNAs, em especial os lncRNAs, 
desempenham funções regulatórias no que se refere ao sistema imune. Pode-se citar como 
exemplos, o lncRNA HOTAIR que foi identificado induzindo a diferenciação de granulócitos 
(ZHANG et al., 2014) e o lncRNA CD244 que regula TNF-α através da modulação da 
metilação da cromatina do gene PCR2; inibindo a expressão de IFN γ (KANG et al., 2017). 
 A importância funcional dos lncRNAs relacionados ao sistema imunológico está 
apenas começando a ser caracterizada; seu papel como biomarcador e alvo na 
imunoterapia do câncer precisa ser examinado mais detalhadamente, e neste sentido, foi 
explorado o perfil de lncRNAs envolvidos nos subtipos imunes relacionados ao câncer de 






FIGURA 4- REPRESENTAÇÃO DE lncRNAS ENVOLVIDOS NOS “HALLMARKS” DO CÂNCER. Diversos lncRNAs sāo conhecidamente 
associados com os “hallmarks” do câncer. Alguns deles, como por exemplo, HOTAIR foi evidenciado em mais de um processo celular. 
























Identificar RNAs longos não codificantes (lncRNAs) que atuem como reguladores 
de redes transcricionais diferencialmente ativas em subtipos de câncer de mama. 
 
3.1 OBJETIVOS ESPECĪFICOS 
 
● Computar possíveis redes de co-expressāo que sejam mediadas por 
lncRNAs no câncer de mama a partir de dados armazenados no banco de dados 
The Cancer Genome Atlas (TCGA); 
● Identificar redes de co-expressāo que apresentem diferença de atividade 
(ativa ou inativa) nos diferentes subtipos de câncer de mama; 
● Avaliar o efeito da modulação (silenciamento/hiperexpressão) in vitro de 
lncRNAs selecionados como potenciais reguladores em diferentes linhagens de 
câncer de mama na regulação de processos celulares importantes como 
proliferação, apoptose e ciclo celular; 
● Identificar lncRNAs que atuem na resposta imune tumoral; 
● Investigar o papel dos lncRNAs relacionados com a resposta imune nos 






4. MATERIAL E MÉTODOS 
 
A metodologia descrita a seguir (4.1 – 4.10) refere-se aos resultados apresentados 
no capítulo II. 
 
4.1 Análise de Redes de Co-Expressāo 
 
A matriz de expressão de 12 mil lncRNAs da coorte de pacientes com câncer de 
mama do TCGA foi extraída do banco de dados TANRIC. Entre o total de lncRNAs foram 
selecionados inicialmente em que a expressão fosse detectada em pelo menos 90% das 
amostras, resultando em 3.680 lncRNAs. 
Para construção das redes de co-expressāo foi utilizada a pipeline presente no 
pacote RTN (CASTRO et al., 2016). Nesta metodologia, as redes de co-expressāo são 
construídas a partir de uma métrica chamada informação mútua (I.M) acompanhada de 
análise de permutação e bootstrap. As redes de co-expressāo dos 3.680 lncRNAs foram 
computadas utilizando-se três níveis de significância: p<10-6, p<10-7 e p<10-8. A fim de 
garantir um maior nível de estringência da análise, foram utilizadas as redes regulatórias 
computadas no nível de significância de p<10-8. 
 Após a computação das redes de co-expressāo dos 3.680 lncRNAs, foram retirados 
da análise redes com tamanho inferior de 15 elementos e também aquelas com  
Differential Enrichment Score (dES) -0,5 < dES > 0,5, evitando assim, a seleção de redes 
com pequeno valor informativo. Esta seleção resultou em um número final de 84 redes 
que também foram estratificados de acordo com o subtipo de câncer: basal-like, HER2-
enriched, luminal A e luminal B. Amostras normal-like foram retiradas da análise devido 





Para seleção das redes de co-expressāo, foi realizado o teste não paramétrico de 
Kruskal-Wallis e posterior teste de Dunn para verificar a diferença da variância de dES 
comparando os subtipos de câncer de mama para as 84 redes selecionadas. Neste 
passo, filtramos as diferenças significativas tomando como base o subtipo basal-like e 
valor de p<10-4 resultando em 40 redes de co-expressāo. Estas redes foram então 
avaliadas quanto valor médio de dES em cada subtipo de câncer de mama. Foram 
considerados valores informativos -0,5≤ dES ≥0,5 e que apresentassem a maior 
diferença de valor entre os subtipos luminal A e basal-like, por serem os subtipos com 
maiores variações de prognóstico. 
4.2 Caracterizaçāo da Amostra 
 
 
Foram utilizadas 55 amostras de pacientes com câncer de mama, 
predominantemente europeias (SUGITA et al., 2016), sendo 30 classificadas como 
luminal A e 25 como triplo negativo. negativo provenientes do hospital Nossa Senhora da 
Graças, Curitiba, Paraná, Brasil. As amostras de tecido foram obtidas de procedimento 
cirúrgico armazenadas em RNA later e -80ºC. Todas as amostras foram obtidas com 
consentimento das pacientes através da assinatura do termo de consentimento livre e 
esclarecido. 
As amostras foram classificadas a partir de dados de imunoistoquímica de acordo 
com Goldhirsch et al. 2013. Este projeto foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa 
em Seres Humanos do Setor de Ciências da Saúde, UFPR, sob o número de 
CAAE:19870319.3.0000.0102. 
 
4.3 Isolamento de RNA e Síntese de cDNA 
 
 
O isolamento de RNA das amostras de tecido e das linhagens celulares foi 
realizado utilizando-se o RecoverAll Total Nucleic Acid Isolation Kit (Invitrogen) e TRIzol® 
(Invitrogen), respectivamente, seguindo as recomendações do fabricante. 
O total de 1 μg do RNA extraído foram submetidos a tratamento com DNAse I 
(Invitrogen). Para cada amostra foi adicionado 1μl DNAse buffer 10x (500nM TRIS, ph 8, 
100nM MgCl2), 1μl de DNAse I (1 U) e 5μl de água Milli-Q tratada com dietilpirocarbonato 
(DEPC) e incubado por 30 min a 37°C. Ao final, adicionou-se 1μl de EDTA (50mM) e 





As amostras tratadas com DNAse I foram então convertidas em cDNA utilizando- 
se o kit Super Script III Reverse Transcriptase (Invitrogen). Para cada amostra, 
primeiramente foi adicionado 1μL de dNTP (10mM), 1μL de Random Primers, 12μL de 
RNA, numa concentração de cerca de 1μg. Essa reação foi então levada ao termociclador 
por 5 min a 65ºC e por 2 min a 4ºC. O passo posterior envolve a transcrição reversa, em 
que foi adicionado 4μL do Buffer 5x, 1μL de DTT (0,1M), 0,5μL da enzima Super Script 
III (200U/μL) e 0,5 de RNase out. (5000U). Este mix foi incubado em termociclador por 5 
min a 25ºC, 60 min a 50ºC e 15 min a 70ºC. 
 
4.4 PCR Quantitativa em Tempo Real 
 
 
As reações de PCR foram realizadas utilizando-se o master mix Power SYBR 
Green PCR Master Mix (Applied Biosystems) e os primers apropriados para cada reação 
(listados no material suplementar do capítulo II). Os experimentos foram realizados em 
triplicata utilizando o aparelho Viia-7 (Applied Biosystems). Para cada reação foi realizado 
controle RT-. 
A quantificação relativa foi avaliada a partir da comparação do ciclo em que o nível 
de fluorescência alcançou um limiar pré-estabelecido (ct) do gene alvo em relação a dois 
controles endógenos, β-glucuronidase (GUS-β) e β-actina (ACTB). 
Para os cálculos de expressão nas amostras de tecido de pacientes de câncer de 
mama um pool de cDNA de linhagens celulares de câncer de mama foi utilizado como 
amostra calibradora. No experimento de silenciamento do lncRNA os mesmos controles 
endógenos foram utilizados, e como amostra calibradora o cDNA da linhagem celular 
transfectada com o siRNA controle negativo. A quantificação do gene alvo, normalizado 
em relação ao gene endógeno e em relação ao calibrador foi obtida pela fórmula 2–ΔΔCT. 
 
4.5 Cultivo celular 
 
 
Para os experimentos utilizando cultivo celular foram utilizadas linhagens luminal 
A MCF-7 e ZR-75-1. As células foram cultivadas em meio RPMI (Gibco) suplementado 
com 10% de SFB (Gibco) e 1% Penicillin-Streptomycin. Todas as células foram mantidas 
em uma estufa úmida com 5% de CO2 a 37°C. Após atingir confluência necessária de 







4.6 Transfecçāo do siRNA 
 
 
Um total de 6x105 MCF-7 e ZR75-1 foram plaqueadas em placas de seis poços 
até atingirem confluência total de 50-70%. As células foram transfectadas com 125 ηM 
de siRNA controle negative (CN) ou siRNA LINC00504 (ThermoFisher – número 
4392420). Para transfecçāo foi utilizado o protocolo de transfecçāo reversa, em que as 
células são colocadas em suspensão com o siRNA, utilizando-se o reagente 
Lipofectamina 2000 (Invitrogen). As células foram avaliadas após 24h, 48h e 72h. 
 
 
4.7 Viabilidade Celular 
 
 
Para o ensaio de viabilidade celular, as células MCF-7 e ZR75-1 transfectadas 
com siRNA CN e siRNA LINC00504 foram plaqueadas em placas de 96 poços. Para cada 
poço foram adicionadas 500 células. A viabilidade celular foi avaliada após 48, 72 e 96 
horas de transfecção. Em cada dia, o meio de cultura RPMI foi substituído por 100μl de 
RPMI + 10μl de corante Resazurina (7-hidroxi-3H-fenoxazin-3-ona 10-óxido) na 
concentração de 0,1 mg / ml e incubados por 4 horas. A leitura foi realizada no sistema 
TECAN Infinite® 200 PRO em 600 ηm e 570 ηm. O experimento foi feito em triplicata 
biológica e as leituras em quadruplicata técnica. 
 
 
4.8 Capacidade Clonogênica 
 
 
As células MCF-7 e ZR75-1 transfectadas foram plaqueadas em placas de seis 
poços (1000 células / poço), e cresceram por 25 dias a 37 ° C em uma incubadora 
umidificada com 5% de CO2. Após este período, as células foram fixadas com metanol 
100% por 20 min, coradas com cristal violeta 1% por 5 min e lavadas com água até o 
excesso de corante ser removido (todas as etapas foram realizadas à temperatura 
ambiente) e posteriormente contou-se o número de colônias em cada poço. O 








A taxa de apoptose foi analisada usando o kit de detecção de apoptose Annexin 
V-FITC (Sigma-Aldrich). Quarenta e oito horas após a transfecção, as células MCF-7 e 
ZR75-1 foram ressuspendidas em tampão de ligação contendo Anexina V-FITC e P 
iodeto de propídio, de acordo com instruções do fabricante. As amostras foram 
analisadas por citometria de fluxo (B.D. Biosciences, EUA), e foram discriminadas em 
células viáveis, células necróticas, apoptose precoce e células de apoptose posterior 
usando o citofluorímetro BD FACSVantage ™ (B.D. Biosciences, EUA). Em seguida, as 
porcentagens de células apoptóticas de cada grupo foram comparadas. A análise dos 




4.10 Análises Estatísticas 
 
Os dados são apresentados como média ± D.P. A análise estatística dos dados 
foi realizada pelo teste t de Student usando R (versão 3.6.3) (http: ///www.r-project.org/). 





A metodologia descrita a seguir (4.11 – 4.14) refere-se aos resultados 
apresentados no capítulo III. 
 
 
Análise de Assinaturas de lncRNAs 
 
4.11 Dados Imunes do Câncer de Mama 
 
As informações dos subtipos moleculares, imunes, dados de sobrevida e da fração 
leucocitária do câncer de mama foram extraídas do material suplementar de Thorsson e 
colaboradores (2018). De acordo com o código da amostra, foi possível integrar dados 
de expressão gênica e de subtipo imunológico. Os subtipos moleculares do câncer de 
mama foram definidos de acordo com a classificação PAM50. Para esta análise, foram 
considerados subtipos imunes que apresentassem mais de cinco pacientes. Grupos com 
menos de cinco pacientes foram excluídos da análise. 
 
4.12 Obtenção de dados de RNA-Seq 
 
Os dados de expressão gênica de pacientes com câncer de mama foram extraídos 
do banco de dados TCGA. A matriz de expressão gênica total foi obtida por meio do 
repositório XenaBrowser no link https://xenabrowser.net/datapages/. Os dados foram 
extraídos normalizados na versão log2 FPKM (“Fragments Per Kilobase Million”) e 
integrados com os dados de subtipos imunes. 
A anotação dos lncRNAs na matriz de expressão gênica foi feita utilizando o 
pacote biomaRt v2.46.3 (DUNRICK et al., 2005). 
 
4.13 Seleçāo dos lncRNAs Específicos de Subtipos Moleculares e Imunes 
 
Os lncRNAs foram selecionados a fim de obter moléculas específicas em cada 
subtipo molecular que permitisse a diferenciação entre os subtipos imunes. A seleção 
dos lncRNAs foi realizada utilizando-se uma métrica denominada “Signal-to-noise ratio” 
(SNR). Nesta métrica, a média de expressão do lncRNA no grupo analisado é subtraída 
da média de expressão nos outros grupos e dividida pela soma dos desvios padrão dos 
grupos, conforme a fórmula abaixo: 
 
 
A utilização desta métrica, permite a seleção de lncRNAs contrastantes entre os 
grupos excluindo-se o ruído da técnica de sequenciamento. 
SNR foi aplicado em dois momentos na análise: primeiramente, aplicou-se a 





posteriormente para selecionar lncRNAs específicos de cada subtipo imune. Nestas 
seleções, aplicou-se filtros quantílicos: entre os subtipos moleculares foram selecionados 
lncRNAs que se encontravam acima de quantil 95% e nos subtipos imunes os que 
estavam acima do quantil 98%. Foi utilizada a plataforma InteractVenn 
((http://www.interactivenn.net/) para selecionar lncRNAs específicos em cada etapa. 
Os lncRNAs selecionados no final desta análise de duas etapas foram 
representados graficamente utilizando-se o pacote ComplexHeatmap (GU et al., 2016). 
 
4.14 Correlaçāo com a Fraçāo Leucocitária 
 
Os valores de expressão dos lncRNAs selecionados foram utilizados para calcular 
a correlação com a fraçāo leucocitária dentro de cada grupo. Utilizou-se o método de 
Spearman e o valor de p foi ajustado com o método False Discovery Rate (FDR). 
 
 4.15 Análise de Sobrevida 
 
Os lncRNAs selecionados foram avaliados em relação à sobrevida dos pacientes 
nos subtipos moleculares. Para isto, foi aplicado o método de regressão de Cox baseado 
na expressão dos lncRNAs para avaliar sobrevida livre de doença e intervalo de 
progressão da doença. Utilizou-se o pacote survival v3.2-10 e os valores de p ajustados 
de acordo com o método FDR. Valores de FDR abaixo de 10% foram considerados 
significativos. 
Dentro de cada subtipo molecular foi selecionado um lncRNA baseado nos valores 
de p da regressão de Cox e da fraçāo leucocitária para ser também avaliado com o 
método de Kaplan-Meier. Utilizou-se o valor da mediana da expressão do lncRNA para 
dividir os pacientes em dois grupos (acima e abaixo da mediana) e o valor de p foi 
calculado pelo teste de log rank utilizando o pacote survival. 
 
 4.16 Análise de Enriquecimento de Vias 
 
Análises de enriquecimento de vias foram realizadas em três etapas: a) 
primeiramente dividiu-se os pacientes, dentro de cada subtipo molecular, em dois grupos 
de acordo com o valor de expressão do lncRNA selecionado tendo o valor da sua 
mediana como base; b) aplicou-se o método do SNR para os dados de expressão dos 
mRNAs nos grupos determinados e c) os valores de SNR dos mRNAs foram ordenados 
e conduzida a análise de Gene Set Enrichment Analysis (GSEA) utilizando-se o pacote 
fgsea v1.16.0 (KOROTKEVICH et al., 2016) e as assinaturas gênicas denominadas 






5. DESCRIÇÃO DOS CAPÍTULOS 
 
A parte de Resultados e Discussão desta tese será dividida em três capítulos 
organizados na forma de artigos científicos: 
O capítulo I apresenta o artigo de revisão “Long non-coding RNAs 
differential expression in breast cancer subtypes: What do we know?” publicado 
em 2018 na revista Clinical Genetics. O artigo foi anexado neste documento conforme 
as normas da revista. Este artigo apresenta uma revisão bibliográfica sobre lncRNAs 
nos diferentes subtipos do câncer de mama. Nesta revisão, ressaltamos a grande 
heterogeneidade apresentada entre os subtipos da doença, uma vez que os lncRNAs 
evidenciados foram, na maioria das vezes, específicos para cada subtipo da doença. 
O capítulo II, apresenta o artigo original: “Novel lncRNAs Co- Expression 
Networks Identifies LINC00504 with Oncogenic Role in Luminal A Breast Cancer 
Cells” publicado em 2021 na revista International Journal of Molecular Sciences. O 
artigo foi anexado neste documento conforme as normas da revista. Este artigo 
descreve a metodologia bioinformática empregada neste trabalho na busca de 
lncRNAs candidatos em diferentes subtipos moleculares do câncer de mama, e na 
sequência apresentamos os resultados da validação funcional, em cultura celular, de 
um lncRNA alvo selecionado. Este lncRNA, denominado LINC00504, apresentou 
potencial papel oncogênico em linhagens luminal A de câncer de mama, já que seu 
silenciamento reduziu viabilidade celular e capacidade clonogênica das células. 
O capítulo III apresenta o artigo original “Unraveling immune related 
lncRNAs in breast cancer molecular subtypes” publicado em 2021 na revista 
Frontiers in Oncology. Neste artigo, foram investigados lncRNAs relacionados com 
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Breast Cancer (BC) is the most commonly diagnosed cancer and is the leading cause of cancer deaths 
in women. BC is a heterogeneous disease with different clinical and genetic features. According to 
immunohistochemical markers, BC is subdivided into four main subtypes: luminal A, luminal B, ERBB2 
positive and triple negative. Long non-coding RNAs (lncRNAs) are transcripts with more than 200 
nucleotides and deregulated lncRNAs are associated with human diseases, including BC. In order to 
improve BC molecular classification, non-coding RNAs (ncRNAs), including lncRNAs, have been used. 
In this review, we focus on lncRNAs with differ- ential expression in BC subtypes and how these RNAs 
may act to contribute to BC heterogene- ity. We also emphasize the potential of these lncRNAs as 
biomarkers. 
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2.5. LINC00504 Is Related to Colony Formation and Cell Viability in Luminal A Cell Lines 
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Breast cancer (BRCA) is the most leading cause of 
cancer worldwide. It is a heterogeneous disease 
with at least five molecular subtypes including 
luminal A, luminal B, basal-like, HER2-enriched, and 
normal-like. These five molecular subtypes are 
usually stratified according to their mRNA profile 
patterns; however, ncRNAs are increasingly being 
used for this purpose. Among the ncRNAs class, the 
long non-coding RNAs (lncRNAs) are molecules with 
more than 200 nucleotides with versatile regulatory 
roles; and high tissue-specific expression profiles. 
The heterogeneity of BRCA can also be reflected 
regarding tumor microenvironment immune cells 
composition, which can directly impact a patient’s 
prognosis and therapy response. Using BRCA 
immunogenomics data from a previous study, we 
propose here a bioinformatics approach to include 
lncRNAs complexity in BRCA molecular and immune 
subtype. RNA-seq data from The Cancer Genome 
Atlas (TCGA) BRCA cohort was analyzed, and signal-
to-noise ratio metrics were applied to create these 
subtype-specific signatures. Five immune-related 
signatures were generated with approximately ten 
specific lncRNAs, which were then functionally 
analyzed 
using GSEA enrichment and survival analysis. We 
highlighted here some lncRNAs in each subtype. 
LINC01871 is related to immune response activation 






EBLN3P is related to immune response suppression 
and progression in luminal B, MEG3, XXYLT1-AS2, 
and LINC02613 were related with immune response 
activation in luminal A, HER2-enriched and normal-
like subtypes, respectively. In this way, we 
emphasize the need to know better the role of 
lncRNAs as regulators of immune response to 
provide new perspectives regarding diagnosis, 
prognosis and therapeutical targets in BRCA 
molecular subtypes. 





Breast cancer (BRCA) is a molecular and histological 
heterogeneous disease with at least five intrinsic molecular 
subtypes (1, 2). Based on gene expression, BRCA can be mainly 
classified into luminal A (LumA), luminal B (LumB), HER2-
enriched (Her2), basal-like (Basal), and normal-like (Normal) 
(3, 4). These subtypes have a distinct prognosis and also differ 
according to therapeutic response. LumA and LumB tumors 
respond well to hormonal interventions, while HER2+ tumors 
respond effectively when anti-HER2 therapy is used (5). Basal 
tumors are very aggressive and associated with the shortest 
survival times, with no current molecular-based targeted 
therapies available (6). 
Immunotherapy brought a new line of action in cancer care; 
however its response varies across cancer types and patients. The 
immune system response in the tumor microenvironment may 
help to guide immunotherapy drug discovery and clinical 
decisions (7). In general, tumors more responsive to immune 
checkpoint inhibitors are related to high levels of leukocyte 
fraction in the tumor microenvironment (8). Besides gene 
expression differences in BRCA molecular subtypes, they differ 
significantly concerning the composition of cells that form the 
tumor microenvironment, especially the immune system’s cells. 
A substantial proportion of natural killer cells and neutrophils 
have been found in luminal tumors. In contrast, in these tumors, 
cytotoxic T cells (T CD8+) and naïve and memory T cells are 
found less frequently. In BRCA Basal tumors, T regs, associated 
macrophages 2, and activated mast cells form a significant 
portion of the immune infiltrate cells. The immune infiltrate 
composition is not widely described in the Her2 subtype. It is 
known that it is mainly formed by dendritic cells, mast cells, gd 
T lymphocytes, T regs and neutrophils (9). 
A landscape of tumors’ immune microenvironment was 
characterized from immunogenomics data by Thorsson and 
colleagues (8). In this study, using an integrated analysis, they 
could classify solid tumors (from The Cancer Genome Atlas) into 
six major immune subtypes, which they called C1-C6. These 
subtypes have distinct immune signature sets, which could also 
be related to prognosis. C1 (wound healing) exhibited elevated 
expression of angiogenic genes, a high proliferation rate, and a 
Th2 cell bias to the adaptive immune infiltrate. C2 (IFN-g 
dominant) had a strong T CD8+ signal, the greatest TCR 
diversity, and a high proliferation rate. C3 (inflammatory) was the 
subtype that presented high Th17 and Th1 genes and low to 
moderate tumor cell proliferation. C4 (lymphocyte depleted) 
displayed a more prominent macrophage signature with Th1 
suppressed and high M2 response. C5 (immunologically quiet) 
was enriched by brain tumors and exhibited the lowest 
lymphocyte and most increased macrophage responses. Finally, 
C6 (TGF-b dominant) displayed the highest TGF-b signature and  
a high lymphocytic infiltrate with an even distribution of type I 
and type II T cells (8). 
According to this approach, BRCA could be classified into 
five subtypes (C1, C2, C3, C4 and C6), being C2 (n=345) the 
most representative subtype, followed by C1 (n=320). Immune 
subtypes were also described according to BRCA molecular 
subtypes, and as expected, the subtypes varied significantly 
according to these immune groups. For example, LumA was 
more representative of the C1 subtype, while Basal samples of 
C2 (8). 
Gene expression sets based on mRNAs were used for the 
classification and determination of molecular and immune 
subtypes. However, it is already known that the most abundant 
part of the human genome is not translated into proteins. These 
transcripts are organized in a class called “non-coding RNAs.” 
Non-coding RNAs can be classified into two major categories 
based on their size: small non-coding RNAs (<200 nucleotides) 
and long non-coding RNAs (>200 nucleotides) (10). LncRNAs 
are usually transcribed by RNA polymerase II, polyadenylated, 
and capped. They exhibit high tissue specificity and great 
regulatory versatility, acting at different gene expression 
regulation levels (11, 12). 
Due to its high tissue specificity, lncRNAs can be evaluated 
as potential disease biomarkers, including BRCA (13–15). 
Based on this, we looked for molecular subtype specific 
lncRNAs signatures that could help differentiate the immune 
profiles described in Thorsson (8). These lncRNAs were also 
analyzed if impact the patient’s overall survival and progression 
free interval and were also investigated in differential expression 
and enrichment analysis to explore other possible biological 
roles of these lncRNAs in BRCA molecular and immune 
subtypes. 
 
MATERIAL AND METHODS 
Breast Cancer Immune Data 
BRCA molecular and immune subtypes, leukocyte fraction, and 
survival information were downloaded from Thorsson et al. (8) 
Supplementary Material. According to samples’ barcode 
expression and immune type, data were integrated to perform 
the analysis. In Supplementary Table 1, we organized data 
according to breast cancer molecular and immune subtypes. 
 
Breast Cancer RNA-Seq Data 
Log2 normalized FPKM RNA-Seq data from The Cancer 
Genome Atlas (TCGA) breast cancer cohort was downloaded 
from XenaBrowser (https://xenabrowser.net/datapages/), and 
primary tumor samples were selected and merged with Thorsson 
et al. (8) master table using patients’ barcode. The lncRNAs and 
protein-coding gene expression profiles were filtered from the 
RNA-Seq data using the R package biomaRt v 2.46.3 (16). For 
lncRNAs, when available, HGNC Symbol was used; otherwise, 
Ensembl gene name was used. All Ensembl and HGNC Symbols 
from lncRNAs used in this study are available in Supplementary 
Table 2. The non-tumoral samples were selected based on 
TCGA barcodes ending with 11A or 11B. The molecular BRCA 
subtypes were defined as described in Thorsson et al. (8) 
Supplementary Material, based on PAM50. The expression 
profiles of immunomodulatory genes listed (8) 
(https://www.cell.com/cms/10.1016/j.immuni.2018.03.023/ 
attachment/8d3ffc74-4db4-4531-a4ad-389dfc8bb7ec/mmc7. 
xlsx) previously were obtained from the gene expression matrix. 





found in the expression matrix. For heatmap construction using 
ComplexHeatmap package (1), samples were displayed in 
columns and genes in the rows. Column-wise z-score was 
calculated for gene expression values, and maximum and 
minimum   values   were   limited   to   +2   and   −2   standard7
deviations, respectively. Samples were clustered within each 
BRCA subtype. 
The BRCA lncRNAs expressions were further filtered above 
the first quartile for lncRNA expression sum, which means 
lncRNAs with expression sum above 8.04 log2 FPKM in the 
whole BRCA cohort (1,060 samples). Signal-to-noise ratio 





being m1 the mean of lncRNA expression in the group 
analyzed and m2 the mean of lncRNA expression in the patients 
out of the group analyzed. s refers to the standard deviation from 
the respective groups mentioned. We selected the lncRNAs above 
the SNR 0.95 quantile for each BRCA molecular subtype, that 
means the lncRNAs with higher expression in the subtype 
analyzed compared with the rest of the cohort. Venn diagram was 
constructed using InteractiVenn (http://www.interactivenn.net/) 
demonstrating the intersection of lncRNA between groups. Then, 
we calculated the SNR within each molecular subgroup based on 
the immune subtypes described previously (8). We considered for 
the analysis the immune groups with more than five patients in 
each molecular subtype. In this way, Basal and Her2 samples 
were divided into C1 and C2 subtypes; LumA and Normal into 
C1, C2, C3, C4, and C6 subtypes and LumB into C1, C2, C3, and 
C4 subtypes. After absolute SNR sum calculation, we selected 
lncRNAs considered in 0.98 quantile, which means the lncRNAs 
with the most significant variation within the immune subtypes 
for each molecular subgroup. For histogram construction, the 
absolute SNR sum was scaled using z-score. The 53 lncRNAs 
selected from this analysis are presented in Supplementary Table 
3. 
 
Leucocyte Fraction Correlation 
The lncRNAs expression was used to calculate Spearman 
correlation with the leucocyte fraction observed in each BRCA 
subtype, and the p-value was calculated with AS 89 algorithm 
(18) using cor. test function from stats R package v.4.0.4 (19) and 
adjusted by False Discovery Rate (FDR) method. 
 
Survival Analysis 
Survival analysis was firstly performed using the coxph function 
available in the survival R package v3.2-10 (20) based on 
lncRNA expression for both Overall Survival (OS) and 
Progression-Free Interval (PFI) for each lncRNA individually in 
its respective BRCA molecular subgroup. The univariate Cox p-
value for each lncRNA was calculated and adjusted by the FDR 
method; values below 10% FDR level were considered 
significant. 
One lncRNA was selected on each BRCA subtype based on 
Cox results or Leukocyte Fraction correlation for further analysis. 
Kaplan-Meier was calculated, and patients were divided by the 
median lncRNA expression value in High Expression and Low 
Expression; p-value was calculated by log- rank test. 
 
Enrichment  Analysis 
The protein-coding genes expression profile was filtered for each 
molecular subgroup by patients’ barcode, and genes with zero 
sum expression were removed. Patients were divided by the 
median lncRNA expression value, and High versus Low 
Expression groups were used for SNR calculus. Genes were 
ordered by SNR value, and gene set enrichment analysis 
(GSEA) was inferred using fgsea R package v1.16.0 (21) with 




Immune Modulator Genes Expression 
Demonstrates Distinct Patterns Within BRCA 
Molecular Subtypes 
Based on the gene expression profile related to immune 
response, Throsson et al. (8) analyzed over 10,000 TCGA 
samples, from which 1,087 were from BRCA samples and 
clustered them in six immune subtypes. We merged the barcodes 
with the gene expression matrix downloaded from 
XenaBrowser, remaining 1,060 BRCA primary tumor samples. 
The molecular classification as presented in Thorsson et al. (8) 
master table as TCGA Subtype was used, dividing the samples 
into five groups, LumA (n=499), LumB (n = 184), Basal 
(n=169), Normal (n=136) and Her2 (n=72). In Supplementary 
Table 1, we represented the number of samples according to each 
molecular subgroup’s immune subtype. 
Supplementary Figure 1 shows a distinct pattern of immune 
modulators gene expression in all molecular subtypes. In 
general, most genes seem to be upregulated in the same samples 
(columns of the heatmap) independent of its classification as an 
inhibitor or stimulator of the immune system. Overall, the 
immune activation seen in the gene expression follows the rising 
in Leukocyte Fraction and tends to group the C2 immune 
subtype. Simultaneously, the inverse is observed for a low 
expression pattern associated with low Leukocyte Fraction and 
C1 immune subtype. Basal and Her2 demonstrate a more 
apparent separation of C1 and C2. These two immune subtypes 
are the major representatives in these molecular groups; for 
instance, C1 and C2 represent 95.9% and 93.1% of all Basal and 
Her2 samples, respectively (Supplementary Table 1). 
 
SNR Highlights Specific lncRNAs for Each 
BRCA Molecular Subgroups Related to 
Immune Subtypes Distinction 
The first step of our strategy is to search for lncRNAs that could 
be associated with immune subtypes in BRCA patients. For this, 
lncRNAs with greater distinct expression patterns among the 
five molecular subgroups were selected (Figure 1). After 
selecting the 
0.95 quantile in SNR values and including the only 5% more 
differentially expressed in each subtype, we obtained 528 
lncRNAs for each BRCA molecular subtype. Figure 2A shows 
how these lncRNAs were intersected between the five 
subgroups. None lncRNA was shared between all subgroups, 








them (over 80%) were specific for each molecular subtype. The 
most significant intersections were seen between LumA and 
LumB (44 lncRNAs), LumB and Her2 (33 lncRNAs), Basal and 
Normal (30 lncRNAs) and Basal and Her2 (26 lncRNAs), which 
represents less than 10% of the 528 lncRNAs defined for each 
subgroup. Even when selecting the 0.90 quantile in SNR values, 
none lncRNA was shared between all molecular subtypes 
(Supplementary Figure 2) which shows that the SNR was able to 
distinguish specific lncRNAs for each molecular subtype. 
Secondly, we calculated the absolute SNR sum for the 
immune subtypes for these 528 lncRNAs selected for each BRCA 
molecular subgroup. Figure 2B shows the distribution of absolute 
SNR sum for the lncRNAs. Z-score was calculated to 
allow comparison between groups. The five groups 
demonstrated different distributions, being Basal and Her2, 
characterized for most lncRNAs with slight variation between 
the immune subtypes, while LumA and Normal presented higher 
variation. After selecting the 0.98 quantile (Figure 2B and 
Supplementary Table 3), 11 lncRNAs remained, of which only 
one was shared between Her2 and Basal, the lncRNA 
KLHDC7B-DT (ENSG00000272666). This lncRNA was 
removed for further analysis as we looked for a specific lncRNA 
signature related to each BRCA molecular subgroup. Eleven 
specific lncRNAs were selected for LumA, LumB and Normal 
and ten for Her2 and Basal. All results for the first and the second 
SNR calculation as well as the quantile for each lncRNA is 






































Specific lncRNAs in BRCA Molecular Subgroups 
Are Associated With Immune Subtypes 
Differentiation 
The remaining specific lncRNAs related to immune subtypes are 
presented in Figure 3; only immune subtypes with more than five 
patients are shown. These were the groups used for SNR analysis. 
For LumA, the lncRNAs clearly distinguished the C4 and C6 
subtypes while demonstrating a mixed pattern in C1, C2 and C3. 
Nevertheless, EWSAT1, LINC00271 and AC105285.1 show 
higher activation in C3 than in C2, for example. No significant 
correlation with OS or PFI was observed for lncRNAs expression 
in Cox univariate analysis in LumA patients (Figure 3A and 
Supplementary Table 4). 
For LumB (Figure 3B), a clear distinction can be seen between 
C3 and C4 in the gene expression pattern, while LINC02620 and 
mainly AL445490.1 showed a higher expression pattern in C3. 
Only EBLN3P correlated with a good prognosis in both OS and 
PFI for Cox univariate analysis (Figure 3B and Supplementary 
Table 4). In the Her2 samples (Figure 3C), all ten specific 
lncRNAs selected demonstrated a higher expression pattern in C2 
and a strong positive correlation 
with Leukocyte Fraction. From the Cox univariate analysis, after 
p-values adjustment, half of the ten lncRNAs were associated 
with good prognosis in PFI, but none related to OS (Figure 3C 
and Supplementary Table 4). 
In Normal (Figure 3D), all 11 lncRNAs were suppressed in 
the C4 subtype and, in general, showed a higher activation 
pattern in C3 and less evidently in C2. Despite C6 being 
represented by only six patients, HLX-AS1 and AL133371.2 
appeared highly expressed in the C6 group. In Cox analysis, 
after p-adjustment, six from the 11 lncRNAs had a hazard ratio 
(HR) < 1 for OS, although none presented significant values for 
PFI. Finally, in the Basal group (Figure 3E), nine lncRNAs 
presented a higher expression in C2 and a lower expression in 
C1, while APCDD1L-DT presented an inverse pattern. Only 
LINC01871 showed a significant correlation with PFI, but not 
for OS (Figure 3E and Supplementary Table 4). 
 
lncRNAs Functional Annotations and Survival 
Analysis 
We used MSigDb Hallmarks gene sets for GSEA analysis to 




FIGURE 2 | Immune related lncRNAs filter and selection in breast cancer (BRCA) molecular subtypes. (A) Venn diagram representing specific and shared 
immune related lncRNAs in breast cancer molecular subtypes. After filtering for 0.95 quantile in signal to noise ratio (SNR) for the BRCA molecular subtypes, 
528 lncRNAs were selected for the next analysis. (B) Absolute SNR sum filter selection. SNR was calculated within each BRCA molecular subtype for the 
immune subtypes. Only groups with more than five patients were used. The histograms represent the amount of lncRNAs in each range of absolute SNR sum 
for the BRCA molecular subtypes. X-axis was scaled for z-score to allow comparison. The lncRNAs were filtered according to the 0.98 quantile as represented 


















































FIGURE 3 | Heatmap with column-wise z-scores for immune related lncRNAs for each BRCA molecular subtype. For color gradient, maximum and minimum z- 
scores were set to +2 and −2 respectively. Each column represents a sample and were semi-supervised clustered within the immune subtypes. Immune 
subtypes groups with less than 5 patients are not represented as they were not used in SNR calculation. The top annotations p resent the molecular subtype 
with the number of samples, the immune subtype and the immune covariates as described by Thorsson et al. (8). The immune covariates are presented as 
quartiles in all TCGA- BRCA primary tumor samples. The left annotation shows the Spearman’s correlation for each lncRNAs with Leukocyte Fraction, being 
dark green for negative and 
brown for positive r values, asterisks represent Spearman’s correlation adjusted p-values values below 0.05. The right annotation represents the Hazard Ratio (HR) 
inferred by Cox Univariate analysis for Overall Survival (OS) and Progression Free Interval (PFI). Cox results with adjusted p-values greater than 0.1 are 
considered non significant and are colored in grey, otherwise, HR values above 1 are colored purple while HR values below 1 are colored in green. (A) LumA 
samples. (B) LumB samples. (C) HER2-enriched samples. (D) Normal-Like samples. (E) Basal-Like samples.
expression (Figure 3); the results for all 53 lncRNAs are 
presented in Supplementary Tables 5–9 and Supplementary 
Figure 3. We selected one lncRNA from each BRCA molecular 
subgroup to focus. For LumB, Her2, Basal and Normal, we chose 
the smallest 
p-value in Cox univariate analysis. As LumA did not present any 
significant p-values in Cox univariate analysis, we selected 
MEG3 as it showed a higher correlation with Leukocyte 






BRCA Basal-Specific lncRNAs Are Associated With 
Interferon Gamma Response and Allograft Rejection 
Gene Sets. LINC01871 Is More Expressed in Basal 
and Relates to Better OS and PFI 
The GSEA analysis for the selected lncRNAs from BRCA Basal 
group revealed immune related gene sets, like Interferon Gamma 
Response, Allograft Rejection and Interferon Alpha Response, 
enriched in all ten lncRNAs, being negatively associated only 
with APCDD1L-DT (Supplementary Table 5 and Supplementary 
Figure 3A), which was also the only one from the ten lncRNAs 
negatively related to Leukocyte Fraction (Supplementary Table 
4). Focusing on LINC01871, this lncRNA presented a higher 
expression in Basal than all other BRCA molecular subtypes 
(Figure 4A) and was mainly associated with immune activation, 
for instance, enriched in Interferon Gamma Response, Allograft 
Rejection, Interferon Alpha Response and Inflammatory 
Response gene sets (Figure 4D). Within Basal samples, it 











































FIGURE 4 | LINC01871 panel representation in basal-like subtype. (A) Box-plots representing LINC01871 expression among all breast cancer molecular subtypes. 
The Kruskal-Wallis test (p-value represented in the panel left top position) was used to differentiate expression between groups, followed by the Wilcoxon test 
(p-values represented emphasizing comparisons between subtypes). (B) Box-plot representing LINC01871 in C1 and C2 immune subtypes in basal-like patients. 
(C) LINC01871 overall survival curves. To define the two groups, LINC01871’s median expression classified the patients into “high” and “low” groups. 
Logrank p-value represented as 0.027. (D) Enrichment analysis using Hallmarks gene sets. Red circles refers to activation while blue circles to inactivation. 






Kaplan-Meier analysis, it was associated with better OS and PFI 
(Figure 4C and Supplementary Figure 4A). 
 
BRCA Normal Specific lncRNAs Are Associated With 
Suppression of Proliferation Gene Sets. LINC02613 Is 
Suppressed in C4 and Relates to OS 
The 11 BRCA Normal specific lncRNAs were related to the 
suppression of gene sets like G2M checkpoint, E2F and MYC 
targets associated with proliferation (Supplementary Table 6 and 
Supplementary Figure 3B
 
LINC02723 presented immune-related gene sets positively 
enriched (Allograft Rejection, Coagulation, Complement, IL6 
JAK STAT3 Signaling, Inflammatory, Interferon Alpha and 
Interferon Gamma Response). LINC02613 follows this 
enrichment pattern (Figure 5D). It is worth noting that Estrogen 
Response Early and Late gene sets appear suppressed only for 
this lncRNA and AC092164.1. Although its expression 
significantly differs from BRCA Normal to all other molecular 
subtypes (Figure 5A), it is more expressed in non-tumoral 
samples followed by BRCA Basal and Normal. At the same 








































FIGURE 5 | LINC02613 panel representation in normal-like subtype. (A) Box-plots representing LINC02613 expression among all breast cancer molecular 
subtypes. The Kruskal-Wallis test (p-value represented in the panel left top position) was used to differentiate expression between groups, followed by the 
Wilcoxon test (p-values represented emphasizing comparisons between subtypes). (B) Box-plot representing LINC02613 in C1,C2, C3, C4 and C6 immune 
subtypes in normal-like patients. (C) LINC02613 overall survival curves. To define the two groups, LINC02613’s median expression classified the patients into 
“high” and “low” 
groups. Logrank p-value represented as 0.0075. (D) Enrichment analysis using Hallmarks gene sets. Red circles refers to activation while blue c ircles to inactivation. 





Within Normal samples, it is more expressed in C3 and 
significantly suppressed in C4 (Figure 5B) and correlates with a 
better OS (Figure 5C) but not in PFI (Supplementary Figure 4B). 
 
LumA-Specific lncRNAs Relate to Epithelial- 
Mesenchymal Transition, Immune and Proliferation 
Gene Sets. MEG3 Is Suppressed in BRCA Compared 
With Non-Tumoral Samples 
For LumA (Supplementary Table 7 and Supplementary Figure 
3C), the Epithelial-Mesenchymal Transition (EMT) module was 
enriched in all 11 lncRNAs, being EWSAT1, LINC00271, and 
AC105285.1 associated negatively with this module and the other 
eight lncRNAs positively. In general, this pattern was followed 
for the immune-related gene sets and the correlation with 
Leukocyte Fraction (Figure 3 and Supplementary Table 4), that is 
to say, EWSAT1, LINC00271, and AC105285.1 with the 
negative association and the other lncRNAs with a positive one. 
Gene sets associated with proliferation (E2F targets, Myc targets 
V1 and V2) were overall suppressed in all lncRNAs. Oxidative 
phosphorylation appeared suppressed in the lncRNAs positively 
associated with immune gene sets (MAP3K4-AS1, AL049838.1, 
DNM3OS, MEG3, LINC02544, LINC01711, LINC01638, and 
AP001189.1). 
MEG3 presented a lower expression on BRCA compared with 
non-tumoral samples and a significant difference when 
comparing its expression in LumA with other BRCA molecular 
subtypes except Normal (Figure 6A). Within LumA samples, the 
immune subtypes comparisons resulted in a p-value of 3.2 × 
10  in the Kruskal-Wallis test with a higher expression pattern 
in C3 and C6. At the same time, C4 stands out with a significantly 
lower pattern compared with all other immune subtypes (Figure 
6B). In general, the GSEA analysis resulted in modules 
associated with immune response enriched with MEG3 
overexpression and modules related to proliferation enriched 
with MEG3 suppression (Figure 6D). As expected by the Cox 
analysis, the Kaplan-Meier did not significantly impact MEG3 
expression on OS or PFI (Figure 6C and Supplementary Figure 
4C). 
 
Most Specific lncRNAs in LumB Are Associated With 
Immune Pathways. EBLN3P Is Associated With a Good 
Prognosis in OS and PFI 
LumB specific lncRNAs demonstrated a higher variation in the 
enriched modules (Supplementary Table 8 and Supplementary 
Figure   3D).   AC009119.1,   LINC02620,   AL445490.1,   and 
AC104984.4 high expressions were positively related with 
immune gene sets, while with exception of LINC02620, no clear 
relation was observed for the proliferation ones. These four 
lncRNAs were also positively correlated with Leukocyte Fraction 
(Supplementary Table 4). AC092718.3, which did not present a 
significant correlation with Leukocyte Fraction, was also not 
related to the enrichment of immune gene sets; otherwise, its 
enrichment revealed proliferation modules upregulated.  
USP27X-AS1,  AC096733.2,  FAM160A1-DT, 
AL035661.1 and LINC00957 were associated with suppressing 
gene sets like Allograft Rejection, Interferon Gamma Response 
and Inflammatory Response; they also related negatively with 
Leukocyte Fraction (Supplementary Table 4). 
EBLN3P is also related negatively to Leukocyte Fraction and 
with some immune modules. Still, its enrichment revealed a 
mixed pattern of modules suppressed like Epithelial- 
Mesenchymal Transition, Oxidative Phosphorylation, 
Myogenes and Myc Targets (Figure 7D). In LumB, its 
expression was higher in C3 and C4 than C1 and C2 (Figure 7B). 
In comparison, it presented a significantly higher expression in 
LumB samples than in the other BRCA molecular subtypes 
except for LumA (Figure 7A). In LumB samples, the higher 
expression of EBLN3P was related to a better outcome in OS but 
not with PFI in Kaplan-Meier analysis (Figure 7C and 
Supplementary Figure 4D). 
 
Her2-Specific lncRNAs Are Associated With Immune 
Activation and XXYLT1-AS2 Associated With 
Higher PFI 
All 10 Her2 specific lncRNAs were related with immune 
activation as can be seen in their enrichment pattern of Allograft 
Rejection, Interferon Gamma and Alpha Response, 
Inflammatory Response, IL6 JAK STAT3 signaling and 
Complement (Supplementary Table 9 and Supplementary 
Figure 3E) and in the strong positive correlation with Leukocyte 
Fraction (r range from 0.49 to 0.82 in Spearman’s Correlation, 
p-adjusted from 1.5 × 10  to <2.2 × 10 ). LINC02384 and 
LINC02073 are also related to the suppression of proliferation 
pathways (E2F Targets, G2M checkpoint and MYC Targets). 
XXYLT1-AS2 showed a significantly higher expression in 
Her2 than in LumA, LumB and Normal (Figure 8A). Within 
Her2 samples, it was significantly more expressed in the C2 
immune subtype (Figure 8B) and associated with better 
prognosis in PFI (Figure 8C) but not with OS (Supplementary 
Figure 4E). Its enrichment revealed high positive correlation 
with Allograft Rejection, Interferon Gamma Response, 
Inflammatory Response and IL6 and IL2 signaling and negative 





Using breast cancer immunogenomics data already published 
(8), we propose here five distinct immune-related lncRNAs 
signature according to BRCA molecular subtypes using a two 
steps SNR selection. Each molecular subtype presented a 
specific immune-related lncRNAs signature and in GSEA, in 
general, these lncRNAs functions varied between proliferation 
and immune activation or suppression, which demonstrates that 
our selection methodology was able to filter lncRNAs related to 
the immune response. The survival impact of the selected 
lncRNAs diverged across the molecular subtypes, in agreement 
with the fact that the immune activation also differs in terms of 
prognosis importance between the molecular subtypes (24). For 
instance, the tumor-infiltrating lymphocytes (TIL) was not 







may explain the lack of immune-related lncRNAs associated with 
OS or PFI in LumA/B (24). Nevertheless, most lncRNAs selected 
for Her2 and Normal were associated with PFI and OS, 
respectively, reinforcing BRCA molecular subtypes’ well-known 
heterogeneity. In the article used as a reference (8), the authors 
elaborated a list of 75 immunomodulatory genes. With this in 
mind, in Supplementary Figure 1, we represented the expression 
variation (as log2 gene expression z-score) among the molecular 
subtypes, also considering the immune-related subtype. It is 
possible to observe a distinct expression pattern in all molecular 
groups, as expected, regarding breast cancer as a 
heterogeneous disease. This result reflects the high 
heterogeneity observed in BRCA molecular subtypes, 
emphasizing the relevance of characterizing them better 
molecularly, and we included lncRNA analysis in this 
complexity. 
A specific immune-related signature was proposed to LumA 
subtype using 11 lncRNAs. Among them, three were suggested 
related to immune response repression (AC105285.1, 
LINC00271 and EWSAT1), and none of these were previously 
investigated under BRCA or immune response aspects 
(Supplementary Table 7 and Supplementary Figure 3C). 




FIGURE 6 | MEG3 panel representation in LumA subtype. (A) Box-plots representing MEG3 expression among all breast cancer molecular subtypes. The 
Kruskal- Wallis test (p-value represented in the panel left top position) was used to differentiate expression between groups, followed by the Wilcoxon test 
(p-values represented emphasizing comparisons between subtypes). (B) Box-plot representing MEG3 in C1,C2, C3, C4, and C6 immune subtypes in LumA 
patients. 
(C) MEG3 overall survival curves. To define the two groups, MEG3’s median expression classified the patients into “high” and “low” groups. Logrank p-value 















































FIGURE 7 | EBLN3P panel representation in LumB subtype. (A) Box-plots representing EBLN3P expression among all breast cancer molecular subtypes. The 
Kruskal-Wallis test (p-value represented in the panel left top position) was used to differentiate expression between groups, followed by the Wilcoxon test 
(p-values represented emphasizing comparisons between subtypes). (B) Box-plot representing EBLN3P in C1,C2, C3, and C4 immune subtypes in LumB 
patients. 
(C) EBLN3P overall survival curves. To define the two groups, EBLN3P’s median expression classified the patients into “high” and “low” groups. Logrank p-value 
represented as 0.015. (D) Enrichment analysis using Hallmarks gene sets. Red circles refers to activation while blue circles to inactivation. In X axis, a p-value scale 
is 
represented. The circle size varies according to the number of genes in the identified gene set.
associated with other cancer types. LINC00271 low expression 
was associated with poor prognosis in papillary thyroid cancer 
(25) and in adrenocortical tumors (26). EWSAT1 was associated 
with progression in several cancer types, such as ovarian (27), 
cervical (28) and colorectal (29). 
The lncRNA maternally expressed gene 3 (MEG3) is 
highlighted here in LumA immune response context. MEG3 is 
up-regulated in C3 and C6 subtypes and is related to neither 
overall nor progression aspects (Figure 6). The immune subtypes 
C3 and C6 demonstrate high scores of lymphocyte infiltrate, 
macrophage regulation and TGF-b response (Figure 3). Thus, 
the increased expression of this lncRNA can be related to 
immune response activation. Indeed, our functional 
characterization revealed that MEG3 high expression is 
associated with several immune hallmarks, such as: “TNFA 
Signaling Via NFKB,” “Inflammatory Response,” and 
“Interferon Gamma Response” (Figure 6D). MEG3’s role in 
BRCA immune response is to the best of our knowledge the first 
time cited here. This lncRNA has only been described in 
endometrial cancer cells down-regulating PD-L1 (30). MEG3 is 














































FIGURE 8 | XXYLT1-AS2 panel representation in Her2 subtype. (A) Box-plots representing XXYLT1-AS2 expression among all breast cancer molecular subtypes. 
The Kruskal-Wallis test (p-value represented in the panel left top position) was used to differentiate expression between groups, followed by the Wilcoxon test 
(p- values represented emphasizing comparisons between subtypes). (B) Box-plot representing XXYLT1-AS2 in C1, C2, C3, and C4 immune subtypes in Her2 
patients. 
(C) XXYLT1-AS2 progression free interval curves. To define the two groups, XXYLT1-AS2’s median expression classified the patients into “high” and “low” groups. 
Logrank p-value represented as 0.0056. (D) Enrichment analysis using Hallmarks gene sets. Red circles refer to activation while blue circles to inactivation. In 
X axis, a p-value scale is represented. The circle size varies according to the number of genes in the identified gene set.
such as BRCA, liver, colorectal and cervical cancer and was 
experimentally evidenced as TP53’s regulator (31). In BRCA, 
MEG3’s downregulation is associated with poor overall survival 
and tumor staging (32). 
In LumB subtype, 11 specific lncRNA were selected, and five 
of them (LINC00957, AL035661.1, FAM160A1-DT, 
AC096733.2 and 
EBLN3P) have their expression related to immune response 
hallmarks repression (Supplementary Table 8 and Supplementary 
Figure 3D). These lncRNAs were detected up-regulated in 
immune subtypes with lower lymphocyte fraction, such as C4. 
Among these 
lncRNAs only LINC00957, AL035661.1, and EBLN3P had 
already been studied in cancer context. LINC00957 high 
expression was associated with bad prognosis in colorectal 
cancer (33) and osteosarcoma (34). The lncRNA AL035661.1 
was found in a lncRNA profile that managed to efficiently 
predict early recurrence in hepatocellular carcinoma after 
curative resection (35) and was associated with EMT in Kidney 
renal clear cell carcinoma (36). 
The lncRNA endogenous Bornavirus-like nucleoprotein 3 
(EBLN3P) was highlighted in the LumB subtype. EBLN3P is 





studies have focused on its mechanisms and effects on human 
diseases (37). Dai and colleagues (38) noted that EBLN3P is 
expressed in osteosarcoma tissues and cell lines. They pointed out 
that its overexpression promotes proliferation, migration and 
invasion. Li et al. (37) have already reported EBLN3P as a novel 
oncogene for liver cancer for similar aspects (37, 38). 
EBLN3P’s expression is higher in C3 (Inflammatory) and C4 
(Lymphocyte depleted) immune subtypes in LumB samples 
(Figure 7B). In fact, in LumB samples, these immune subtypes 
exhibit a low TGF-b response score. The role of TGF-b response 
is still controversial in cancer, depending on the tumor stage. 
Indeed, TGF-b promotes EMT (39), thus being related to cell 
proliferation. According to the immune subtypes described by 
Thorsson et al. (8), the C3 subtype exhibits a low proliferation 
rate and C4 a moderate one. Using this data with our analysis, we 
observed a concordance of the data since EBLN3P negatively 
correlates with TGF-b (Supplementary Table 8). In this way, 
while this lncRNA is highly expressed in these subtypes, TGF-b 
has a lower expression. The lncRNA EBLN3P’s expression was 
associated with better survival and disease progression outcomes 
(Figure 7C). Regarding its enrichment analysis in LumB samples, 
the most significant result was achieved considering “Epithelial 
Mesenchymal Transition” gene sets. In this scenario, EBLN3P’s 
low expression is related to EMT activation. 
Interestingly, most LumA and LumB lncRNAs were related 
positively or negatively to the Interferon Gamma Response 
module. Recently, a study demonstrated that the activation of the 
interferon signaling pathway in ER+ BRCA relates to resistance 
to CDK4/6 inhibitors and immune checkpoint activation (40). 
Understanding the role of lncRNAs in this context may be the 
subject of future studies. 
A total of 10 Basal lncRNAs were selected after SNR analysis. 
According to functional annotation analysis of these lncRNAs. 
(Supplementary Table 5 and Supplementary Figure 3A), only the 
lncRNA APCDD1L-DT’s high expression was related to 
immune response inhibition. This lncRNA was only evaluated in 
a competing endogenous RNA network in lung cancer (41), so its 
immune response regulation role needs to be better understood. 
The remaining nine lnRNAs were associated with immune 
response activation (Supplementary Figure 3A), and only 
MIR3142HG was previously studied in cancer context. 
MIR3142HG polymorphisms were associated with glioma 
susceptibility and/or prognosis (42). An interesting fact is that 
MIR3142HG was evidenced as a regulator of IL-1b induced 
inflammatory response in lung fibroblasts (43). In our analysis, 
inflammatory response appears to be induced by MIR3142HG 
(Supplementary Figure 3A). 
In the Basal, we highlight the lncRNA LINC01871. According 
to immune subtypes classification, LINC01871 is up-regulated in 
C2 samples, which is called IFN-g dominant, and its high 
expression is associated with a better prognosis (Figure 4). Our 
enrichment analysis (Figure 4D) showed a strong relation to 
immune processes. Considering only Basal samples, LINC01871 
was associated with “Allograft rejection,” “Interferon Gamma,” 
“Interferon Alpha,” and “Inflammatory,” for example. In these 
processes, high expression LINC01871 was associated with the 
activation of these immune responses. We 
observe a strong relationship with the leucocyte fraction, which 
might be related to this observed immune response activation. 
These results emphasize the relevance of LINC01871 in 
immune response activation in breast tumor samples, especially 
in Basal samples, which might be related to better prognosis 
response. 
This lncRNA has already been related to immunity in breast, 
cervical and gastric cancer. LINC01871 was detected in an 
immune-related prognosis signature in BRCA and exhibited a 
strong positive correlation with genes associated with immune 
response such as GZMB, CTLA4 and PDCD1. The authors 
suggested that this lncRNA may play an important role, mainly 
related to the above immune processes and immune genes (44). 
In cervical cancer, LINC01871 was also found in an immune-
related prognostic signature being related to immune response 
and TGF-b signaling pathway (45); additionally, in gastric 
cancer, LINC01871 expression was positively correlated with 
CD8+ T cell enrichment levels, cytolytic immune activity, and 
CD274 (PD-L1) expression levels in TCGA gastric cancer 
cohort (46). 
Taking together our results and background literature is 
possible to correlate LINC01871 with a cytotoxic immune 
response. Our enrichment analysis showed an association with 
Interferon alpha and gamma, which are strongly related to 
cytotoxic response, going in line with what was observed in 
other studies (44, 46). In BRCA, CD8+ T cells are reported as 
prognostic significance in estrogen receptor (ER)-negative 
BRCA, but not in ER-positive cases, being associated with 
better clinical outcomes survival and response to treatment (47). 
Also, CD8+ responses have significantly elevated expression of 
multiple immune checkpoint molecules, such as programmed 
cell death 1 (PD-1), programmed death-ligand 1 (PD-L1) and 2 
(PD-L2) and cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4 
(CTLA4) (48). In this way, a stronger infiltration of CD8+ T 
cells can predict patient response to standard of care 
chemotherapy and immune checkpoint blockade therapy, such 
as anti-PD-1 (49). 
According to Figure 3, it is possible to observe a distinct 
pattern of expression of LINC01871, both considering immune 
subtype and Interferon Gamma response. Recently, Interferon 
Gamma low expression level was associated with worse 
prognosis in Basal patients (50). In our analysis, LINC01871 
high expression was associated with better prognosis and 
Interferon Gamma response activation (Figure 4D), reinforcing 
the fact that LINC01871 can be used as a good prognosis marker 
for Basal patients. This can also be evaluated focusing on 
therapy response, mainly on immunotherapy. Recently, a 
combination of an immunotherapy drug with chemotherapy was 
approved for metastatic triple‐negative BRCA (51); however, 
due to this group’s high heterogeneity, only a fraction of patients 
respond well to this treatment. Yang and colleagues (52) defend 
that an immunity score may be used together with PD-L1 
expression to a better design for trials testing immune-
checkpoint inhibitors. In this context, lncRNAs like LINC01871 
may be used to enhance this selection criterion. However, to be 
fully applicable as a biomarker, the molecular aspects by which 
LINC01871 is involved in the immune system activation process 





In the Her2 subtype, ten lncRNAs were evidenced using our 
selection methodology. All of these lncRNAs were related to 
immune response activation, as represented in Supplementary 
Table 9 and Supplementary Figure 3E. Among the ten lncRNAs, 
four of them had already been related to cancer. LINC02446 is 
associated with prognosis (53) and EMT activation (54) in 
bladder cancer. Similarly, USP30-AS1 is associated with 
prognosis in bladder cancer (54). This lncRNA was also 
associated with autophagy in ovarian cancer (55), and was related 
to immune response in cervical cancer (56) and glioblastoma 
(57). AL365361.1 was associated with good prognosis and 
immune response in head and neck squamous cell carcinoma (58) 
and with early recurrence in hepatocellular carcinoma (35). The 
lncRNA LINC01857 was related to progression in gastric cancer 
(59), glioma (60), BRCA (61) and B-cell Lymphoma (62). Thus, 
this lncRNA can be suggested to act as an oncogene. We highlight 
the lncRNA XXYLT1-AS2, which was associated with 
progression-free survival in Cox proportional hazard ratio 
analysis (HR = 0.0011; p-adjusted = 4 × 10 ). XXYLT1-AS2 is 
up-regulated in C2 subtype (Figure 8B), and its high expression 
is related to better progression-free interval (p- logrank = 5.6 × 
10 ). According to our functional annotation analysis, 
XXYLT1-AS2 is associated with immune response activation 
and EMT repression (Figure 8D). This result converges with what 
we observed concerning the progression- free interval since EMT 
is one of the main pathways activated during the disease 
progression process. XXYLT1-AS2 is, to the best of our 
knowledge, the first time described associated with cancer. This 
lncRNA was only evaluated in Human umbilical vein endothelial 
cells (HUVECs), and its up-regulation was related to the 
inhibition of these cell’s proliferation and migration (63). 
Finally, for the Normal subtype, a signature composed of 11 
lncRNAs was predicted. Most of them are associated with 
immune response activation and overall survival, and we discuss 
here LINC02613. This lncRNA is up-regulated in the C3 subtype 
(Figure 5B) and is significantly related to the patient’s overall 
survival. LINC02613’s high expression is associated with a better 
prognosis (p-logrank = 7.5 × 10 ). The enrichment analysis 
evidenced that LINC02613 is related to immune response 
activation and mainly involves cell cycle repression (Figure 5D). 
Indeed, the C3 subtype was described as one with the lowest 
proliferation rates (8). LINC02613 has not been described in any 
biological context yet. So we emphasize here the relevance to 
better characterize this lncRNA. 
Considering all the generated and discussed data in this work, 
we highlight the applied methodology’s significance to look for 
immune-related lncRNAs. The filtering steps followed by 
functional annotation efficiently got lncRNAs that might be 
related to immune response. The role of lncRNAs in regulating 
immune response is increasingly being explored. Our study is 
limited to in silico analysis; however it brings up new lncRNAs 
candidates as it is a hypothesis generator article. 
Another aspect that is important to discuss here is that we 
found distinct lncRNAs signature for each molecular subtype that 
may help find important lncRNAs in the immune response 
process that may be used to guide therapy candidates or as 
biomarkers; also our 
results point out that different lncRNAs may be implicated in 
immune response depending on BRCA molecular subtypes. Our 
findings are in agreement with what has been discussed about 
the heterogeneity of BRCA. We identified that different 
lncRNAs in each molecular subtype are related to the immune 
system activation. For example, MEG3 and LINC01871 were 
associated with activation of Interferon Gamma, in LumA and 
Basal, respectively. This finding highlights the importance of 
molecularly characterizing each subtype in order to enable 
increasingly personalized therapeutic approaches. 
Nonetheless, the lncRNAs presented here certainly do not 
cover all important immune-related lncRNAs in BRCA. Our 
focus was to find lncRNAs that, in some order, could play a 





In conclusion, we present a BRCA specific molecular subtype 
immune-related lncRNAs signature that may guide future 
studies aiming to look for important biomarkers in BRCA and 
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Supplementary Figure 1 | Heatmap of Immune modulators gene set (n=74) 
proposed by the reference article Thorsson et al. (8) in breast cancer molecular 
subtypes. For color gradient, maximum and minimum column-wise z-scores 
were set to +2 and −2 respectively. Each column represents a sample and were 
semi- 
supervised clustered within the molecular subtypes. 
 
Supplementary Figure 2 | Venn diagram representing specific and shared 
immune related lncRNAs in breast cancer (BRCA) molecular subtypes after 
filtering for 0.90 quantile in signal to noise ratio (SNR) for the BRCA molecular 
subtypes. 593 lncRNAs were filtered by this criterion for each molecular 
subtype. 
 
Supplementary Figure 3 | Enrichment map for immune-related lncRNA 
signature for each molecular subtype: (A) Basal, (B) LumA, (C) LumB, (D) 
Normal, and (E) Her2. The lncRNAs are organized in the X axis and Hallmarks 
gene sets in the Y axis. Red circles refer to positive enrichment scores while 
blue circles to negative. The circle size varies according to -log10 (adjusted p-
value), bigger circles mean greater significance. 
Supplementary Figure 4 | Kaplan-Meier analysis for overall survival for 
LINC01871 in Basal (A) and XXYLT1-AS2 in Her2 (E) and for Progression Free 
Interval for MEG3 in LumA (B), EBLN3P in LumB (C) and LINC02613 in 
Normal (D). The groups of High and Low expressions are based on the 
median value of its respective lncRNA expression. Confidence interval and 
logrank p-value are shown 
and values below 0.05 are considered significant. 
 
Supplementary Table 1 | Breast cancer cohort stratification into the 
immune subtypes. 
 
Supplementary Table 2 | Ensembl and HGNC Symbol from lncRNAs used in 
this study. 
 
Supplementary Table 3 | First and second SNR calculated for lncRNAs for 
each molecular subtype. 
 
Supplementary Table 4 | Cox Proportional Hazard models for the specific 
immune-related lncRNAs and Leukocyte correlation. 
 
Supplementary Tables 5–9 | GSEA Hallmarks analysis for the specific immune- 
related lncRNAs organized by the molecular subtype. 
 
Supplementary Tables 10 |  Data sets, software and algorithms used in 
this study.
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9. CONSIDERAÇÕES FINAIS 
 
 A análise de lncRNAs em diferentes subtipos do câncer de mama apresentou resultados 
bastante significativos. Como discutido no capítulo I deste trabalho, os lncRNAs foram altamente 
subtipos específicos, ressaltando a relevância de melhor compreender a biologia destas 
moléculas para seu uso como marcadores do câncer de mama.  
 O estudo da biologia de lncRNAs é ainda bastante inicial, e muitas ferramentas 
bioinformáticas estão sendo desenvolvidas com este propósito. No capítulo II, apresentamos a 
ferramenta que foi utilizada neste trabalho para predição de redes de co-expressāo mediadas por 
lncRNAs. O uso de redes de co-expressāo é bastante informativo, uma vez que se utiliza na sua 
predição, informações de expressāo gênica também de mRNAs. A biologia dos mRNAs é melhor 
conhecida, e pode fornecer evidências do mecanismo funcional do lncRNA no fenótipo estudado. 
O método descrito neste capítulo foi capaz de identificar redes de co-expressāo diferencialmente 
ativas/reprimidas dentro dos subtipos moleculares do câncer de mama. Entre estas redes, 
identificamos o LINC00504, que apresentou a rede de co-expressāo com maior diferença de 
atividade entre os subtipos mais contrastantes do câncer de mama; além disso, apresentou em 
sua rede genes já descritos como relevantes no processo de carcinogênese mamária, como 
ESR1, GATA3 e FOXA1.  
 A fim de buscar por mecanismos funcionais em que o LINC00504 está envolvido no câncer 
de mama, realizou-se o silenciamento deste lncRNA em linhagens celulares do subtipo luminal A. 
Este subtipo apresentou maior expressāo do LINC00504 e por isso foi escolhido para os ensaios 
funcionais. Observou-se que o LINC00504 apresenta papel oncogênico no subtipo luminal A, uma 
vez que o seu silenciamento resultou na diminuição da viabilidade celular e da capacidade 
clonogênica. Desta forma, pode-se dizer que o método de busca por redes de co-expressāo 
mediada por lncRNAs nos diferentes subtipos do câncer de mama, apresentou resultados 
bastante promissores também como ferramenta para identificar lncRNAs com relevância funcional 
no desenvolvimento da doença. Nesta busca, gerou-se uma grande quantidade de dados, 
disponíveis no material suplementar do artigo, que pode servir como ponto de partida para 
diversos estudos com este mesmo objetivo. A metodologia bioinformática empregada também foi 
disponibilizada no material suplementar, e pode ser reproduzida no fenótipo de escolha do 
pesquisador. 
 Buscamos adicionalmente por lncRNAs envolvidos em um dos “Hallmarks” do câncer que 
vem ganhando bastante destaque nos últimos anos: a evasão do sistema imune. Os lncRNAs já 
foram descritos como importantes reguladores da resposta imune tumoral, entretanto, não se 
conhecia, em detalhes, lncRNAs que estivessem relacionados com a resposta imune nos 
diferentes subtipos do câncer de mama. Para isto, conforme descrito no capítulo III, utilizou-se 




caracterização de subtipos imunes de diversos tipos de câncer, incluindo o de mama. Neste 
trabalho, entretanto, os autores nāo avaliaram lncRNAs envolvidos com estes subtipos, e devido 
à relevância destas moléculas como reguladoras da resposta imune e da alta especificidade dos 
lncRNAs, foi proposta uma metodologia bioinformática para identificar estes RNAs nos subtipos 
imunes específicos de cada subtipo molecular.  
 Ao utilizarmos a metodologia proposta, foi possível identificar lncRNAs que apresentaram 
relevância na resposta imune nos diferentes subtipos moleculares do câncer de mama. Foram 
identificados lncRNAs com impacto no prognóstico das pacientes, além disso, foi proposto a 
caracterização funcional de um lncRNA específico de cada subtipo. Neste trabalho, foi gerada 
uma grande quantidade de dados, todos disponíveis no material suplementar, que podem ser 
utilizados como base para pesquisas futuras. Além disso, também está disponível para 
reprodução a metodologia empregada. 
 Por fim, considerando o que foi apresentado e discutido nos capítulos I, II e III deste 
trabalho, pode-se concluir sobre a relevância da melhor compreensão de lncRNAs envolvidos nos 
subtipos moleculares do câncer de mama. Os lncRNAs apresentaram alta especificidade, o que 
destaca seu uso como marcadores de prognóstico, e além disso, como elementos chave na 
regulação dos processos de carcinogênese. O desenvolvimento de ferramentas de bioinformática 
é de grande importância para estudo e melhor entendimento dos lncRNAs em condições 
fisiológicas e patológicas. As metodologias propostas neste trabalho, foram bastante eficientes 
em identificar lncRNAs com relevância funcional no câncer de mama, e poderão ser empregadas 










● Os lncRNAs apresentam perfil de expressāo diferencial entre os subtipos do câncer de 
mama; 
 
● As redes de co-expressāo mediada por lncRNAs apresentaram perfil de ativação diferencial 
nos subtipos moleculares do câncer de mama; 
 
● A partir de dados de análise de dados do TCGA observou-se que LINC00504 apresenta 
expressão aumentada em pacientes do subtipo luminal A. Este mesmo perfil foi confirmado 
em uma amostra de pacientes brasileiras diagnosticadas com este subtipo; 
 
● A rede de co-expressāo baseada no LINC00504 envolve genes já sabidamente relevantes 
no desenvolvimento do câncer de mama, como ESR1, GATA3 e FOXA1; 
 
● O LINC00504 apresenta papel oncogênico em linhagens celulares luminal A, uma vez que 
seu silenciamento resultou em diminuição da viabilidade celular e da capacidade 
clonogênica; 
 
● Os lncRNAs apresentam perfil de expressão diferencial entre diferentes subtipos imunes 
relacionados ao câncer de mama; 
 
● A utilização da metodologia proposta na busca por lncRNAs relacionados com os diferentes 
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